Des chaperons pharmacologiques agissant sur les récepteurs V2 de la vasopressine offrent un traitement potentiel pour le diabète insipide néphrogénique by Bernier, Virginie
Université de Montréal
Des chaperons pharmacologiques agissant sur les
récepteurs V2 de la vasopressine offrent un traitement
potentiel pour le diabète insipide néphrogénique
par
Virginie Bermer
Département de Sciences Biomédicales
Faculté de Médecine
Thèse présentée à la Faculté des études supérieures
en vue de l’obtention du grade de doctorat
en Sciences Biomédicales
Novembre 2004
© Virginie Bernier, 2004
C
C
cO
c
N
j
D
Université
de Montréal
Direction des bibliothèques
AVIS
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduite et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does flot represent any loss of
content from the document.
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Cette thèse intitulée:
Des chaperons pharmacologiques agissant sur les récepteurs V2 de la vasopressine offrent
un traitement potentiel pour le diabète insipide népbrogénique
présentée par:
Virginie Bernier
a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes:
Denis DeBlois, président-rapporteur
Daniel G. Bichet, directeur de recherche
Michel Bouvier, co-directeur
Luis A. Rokeach, membre du jury
Stéphane A. Laporte, examinateur externe
Sylvain Meloche, représentant du doyen de la FES
II
Résumé
Les maladies conformationnelles des protéines résultent souvent de mutations
subtiles menant à la reconnaissance de la protéine affectée par le contrMe de qualité du
reticulum endoplasmique (RE). Ces protéines reconnues comme étant mal repliées sont en
interaction prolongée avec les chaperons moléculaires du RE avant d’être ubiquitinées et
dégradées par le protéasome. Il existe plus de 170 mutations différentes dans le gène du
récepteur V2 de la vasopressine responsables du diabète insipide néphrogénique (DIN), une
maladie conformationnelle. Lorsqu’exprimé dans un système d’expression hétérologue, la
plupart de ces récepteurs mutants ne sont pas exprimés à la surface cellulaire probablement
du à un mauvais repliement de la protéine. De plus, ces récepteurs mutants sont exprimés
seulement sous leur forme immature qui est rapidement dégradée. Dans le cadre de cette
thèse, nous avons démontré que 4 antagonistes non-peptidique des récepteurs de la
vasopressine (SR121463, VPA-985, SR49059 et YM087) peuvent agir comme chaperons
pharmacologiques en réchappant l’expression à la surface cellulaire et la fonction de
récepteurs V2 mutants, tels L59P, dcl 61-64, L$3Q, Y128S, R137H, W164S, S167L, A294P,
P322H et R337X. Les traitements avec ces chaperons pharmacologiques facilitent la
maturation de ces récepteurs mutants indiquée par l’accumulation de la forme complètement
glycosylée du récepteur et son transport à la membrane plasmique. Ce sauvetage est
accompagné par une réduction de l’ubiquitination du récepteur, tel que démontré pour la
mutation W164S, indiquant qu’une plus petite proportion de récepteurs sont ciblés pour la
dégradation. De plus, le traitement avec les chaperons pharmacologiques diminue le temps
d’interaction entre les récepteurs mutants et un chaperon moléculaire, la cainexine, indiquant
que le chaperon pharmacologique agit avant la calnexine en favorisant un meilleur processus
de repliement. Cependant, le traitement avec le chaperon pharmacologique n’a aucun effet
ifi
sur l’interaction entre les récepteurs mutants et une autre protéine du RE, DRiP78, suggérant
que le chaperon pharmacologique agit après DRiP7$. En faveur de cette interprétation, alors
que la maturation des récepteurs de type sauvage est augmentée, la surexpression de DRiP7$
n’a aucun effet sur la maturation des récepteurs mutants. La récupération fonctionnelle des
récepteurs résulte donc de l’action des chaperons pharmacologiques qui permettent de
stabiliser une conformation native ou quasi-native de ces récepteurs mutants. De plus, nos
résultats indiquent que les chaperons pharmacologiques agissent après DRiP78 mais avant le
relâchement de la cainexine. Afin de tester le potentiel thérapeutique de l’action des
chaperons pharmacologiques, les effets de l’administration du SR49059 ont été testés chez 5
patients portant les mutations del62-64, R137H ou W164S. L’administration de cet
antagoniste chez les patients atteints de DIN a permis de réduire leur volume urinaire et
d’augmenter leur osmolalité urinaire. Dans le cas de la mutation R137H, même si le
phénotype de cette mutation était une désensibilisadon constitutive des récepteurs, nous
avons démontré que ces récepteurs mutants sont principalement retenus dans le RE et le
chaperon pharmacologique peut partiellement réchapper ces récepteurs mal repliés. Dans
l’ensemble, la stratégie utilisée offre une preuve de concept qu’une thérapie avec les
chaperons pharmacologiques peut être efficace dans le traitement du DIN ainsi que pour
d’autres maladies conformadonnelles. De plus, une meilleure compréhension des
mécanismes d’action des chaperons pharmacologiques devrait faciliter le développement de
nouveaux composés pour le traitement de maladies conformadonnelles.
Mots-clés: diabète insipide néphrogénique, chaperon pharmacologique, récepteur V2 de la
vasopressine, récepteur couplé aux protéines G, réticulum endoplasmique, arresdne,
antagoniste non-pepddique de la vasopressine, DRiP78, calnexine, ubiquitinadon, maladie
conformadonnelle
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Abstract
Conformational disease often resuits from modest mutations in proteins, whicli are
then recogrnzed by the endoplasmic reticulum (ER) quality control system as misfolded.
These misfolded proteins interact for a longer period of time with ER molecular chaperones,
are ubiquidnated and degraded by the proteasome. Over 170 mutations witbin the coding
sequence of die V2 vasopressin receptor gene are known to cause nephrogenic diabetes
insipidus NDI), a conformadonal disease. When expressed in heterologous expression
systems, most of these mutant receptors, including manv missence mutations, are not
expressed at the ceil surface most hkely as a resuit of improper folding. In this thesis, we
reported that 4 ceil permeable V2R antagonists (SR121463, VPA-985, SR49059 and YMO$7)
can act as pharmacological chaperones to rescue the cefi surface expression and the function
of NDI V2R mutants (L59P, dcl 61-64, L83Q, Y12SS, R137H, W164S, S167L, A294P,
P322F-I, R337X). Metabolic labelling ex-periments carried out on these mutants showed that
they were expressed as an immature, readily degraded form of the receptor. Treatment with
the pharmacological chaperones facilitated the maturation of those mutant receptors as
indicated by the accumulation of a long-lived fullv glycosylated form of the receptor and its
transport to the plasma membrane. This rescue was accompanied by a reduced
ubiquitination, shown for the W164S mutant receptor, indicadng that a smaller proportion
vas targeted to the proteasome. Pulse chase experiments also revealed that the
pharmacological chaperones treatment decreased the interaction time between mutant
receptors and the ER molecular chaperone, cainexin, indicative of a better foïding process.
However, the treatment with the pharmacological chaperone had no effect on the
interaction of the mutant receptors with the ER-resident protein, DRiP78, suggesdng that
the pharmacological chaperones had lis action downstream of DRiP78. Consistent with this
interpretadon, while increasing the maturation of wild type receptor, overexpression of
DRiP7$ had no effect on the maturation of misfolded mutant receptors. The funcdonal
rescue of receptor therefore resuits from a pharmacologicai chaperone action that promotes
the proper folding of the mutant receptor. Moreover, our data indicate that die
pharmacological chaperones could have their actions dowostream of DRiP78 but before or
concomitantly with cainexin. To test the potendal therapeudc action of pharmacological
chaperones, the effects of one antagonist SR49049 were assessed in 5 patients harbouring
the de162-64, R137H or W164S mutations. Administration of titis antagonist to NDI
patients improves urine concentration and reduces urinary output. In the case of die
mutation R137H, even if the phenotype of these mutant receptors vas shown to be a
constitutive desensidsadon, we have demonstrated that these mutant receptors are mostlv
misfolded leading to their retention in die ER and die pharmacological chaperone can
pardafly rescue those improperly foided receptors. Overail, the strategy used offers a proof
of-concept that pharmacological chaperone-mediated therapy could be effective in the
treatment of diseases resuldng from protein misfoiding and a better understanding of the
mechanisms involved should facifitate the development of new therapeutic compounds.
Keywords: nephrogenic diabetes insipidus, pharmacological chaperone, V2 vasopressin
receptor, G protein-coupled receptor, endopiasmic redculum, arresdn, non-peptidic
vasopressin antagonist, DRiP78. cainexin, ubiquitinadon, conformadonal disease
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Préambule
L’objectif de cette thèse est de tester l’hypothèse que les chaperons
pharmacologiques peuvent réchapper l’expression à la surface cellulaire et la fonction de
récepteurs V2 de la vasopressine mutants et offrir un traitement potentiel pour le diabète
insipide néphrogénique.
Dans l’introduction, le système de contrôle de qualité du réticulum endoplasmique
sera tout d’abord traité puisque la majorité des récepteurs mutants responsables du diabète
insipide néphrogénique sont retenus dans le réticulum endoplasmique suite à la
reconnaissance du mauvais repliement de la protéine par ce système. Par la suite, comme la
maladie conformationnelle faisant l’objet de cette thèse est le diabète insipide
néphrogénique, cette pathologie ainsi que la physiologie rénale seront discutées. Ensuite, les
récepteurs couplés aux protéines G seront vus puisque le récepteur V2 de la vasopressine fait
partie de cette grande famille de récepteurs. Finalement, deux revues de la littérature traitant
de la récente découverte des chaperons pharmacologiques termineront cette introduction.
Dans les résultats, 4 articles scientifiques seront présentés. Le premier article discute
de la récupération fonctionnelle de récepteurs V2 mutants à l’aide de chaperons
pharmacologiques dans un système cellulaire. Le deuxième article propose un mécanisme
d’action des chaperons pharmacologiques dans le sauvetage de ces récepteurs mutants. Le
troisième article démontre le traitement potentiel du diabète insipide néphrogénique chez 5
patients à l’aide d’un chaperon pharmacologique. finalement, le quatrième article traite de la
récupération fonctionnelle de récepteurs V2 de la vasopressine portant la mutation R137H à
xil
l’aide de chaperons pharmacologiques. Il a été suggéré que le phénotype de cette mutation
soit une désensibilisadon constitutive et comme des patients portant cette mutation
répondent bien au traitement avec les chaperons pharmacologiques, nous avons exploré le
mécanisme d’action des chaperons pharmacologiques pour cette mutation particulière.
xix
Chapitre 1
Maladies conformationnelles et systèmes de contrôle de qualité
1
Les maladies conformadonnelles sont causées par un changement de conformation
d’une protéine, résultant de diverses mutations, majoritairement de simples mutations faux-
sens, qui affectent la structure tridimensionnelle des protéines (tableaux I et 2). Plusieurs
systèmes de contrôle de qualité existent afin de protéger l’organisme contre des activités
cellulaires aberrantes. Ces systèmes, très rigoureux grâce à la participation d’une multitude de
protéines accessoires, tels les chaperons moléculaires, permettent d’assurer que seules les
protéines complètement et correctement repliées peuvent atteindre leur site d’action. Étant
donné que la protéine faisant l’objet de cette thèse, soit le récepteur V2 de la vasopressine, se
replie dans le réticulum endoplasmique, seulement ce système de contrôle de qualité sera vu
en détails (Figure I).
1.1 Contrôle de qualité du réticulum endoplasmique
Plusieurs éléments du réticulum endoplasmique contribuent au bon repliement et à la
maturation des protéines, tels les ions, les conditions redox, la concentration de calcium et la
composition en chaperons moléculaires (Berridge, 2002;Ellgaard and Helenius, 2003;Papp et
al., 2003). De plus, ces éléments sont souvent dépendants les uns des autres. Par exemple,
plusieurs chaperons moléculaires, tels les chaperons BiP (Binding Protein), GRP94 (glucose
related protein) et calnexine/calréticuline, lient le calcium et une diminution du taux de
calcium peut affecter leur fonction (Papp et al., 2003). Ensuite, plusieurs modifications co- et
post-traducdonnelles prennent place, telles la formation de ponts disulfures, la coupure de
signaux par des pepddases, la glvcosvladon et l’addition d’un GPI
(glycophosphatidylinositole).
f ., ii,,I
Figure 1 Contrôle de qualité des protéines sécrétées et membranaires
Comme la protéine est synthétisée, transioquée dans le réticulum endoplasmique et
glycosylée, des chaperons moléculaires, tel BiP, vont aider au bon repliement. Puis, la
protéine sera partiellement déglucosylée par les glucosidases I et II et la forme
monoglucosylée sera reconnue par la lectine cainexine, un autre chaperon moléculaire aidant
le repliement. Ensuite, la protéine va être complètement déglucosylée par la glucosidase II et
reglucosylée par l’UDP-glucose-glycoprotein glucosyltransferase. U y aura plusieurs cycles de
liaisons et dissociations avec la cainexine jusqu’à ce que la protéine soit bien repliée pour être
exportée du réticulum endoplasmique. Si la protéine ne peut atteindre la bonne
conformation, un mannose sera clivé par la 1,2-mannosidase et la protéine sera
rétrotransloquée dans le cytosol, ubiquitinée et dégradée par le protéasome.
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3
Les protéines sont retenues dans le rédcuium endoplasmique tant qu’elles ne sont
pas bien repliées grâce à deux mécanismes. Le premier est leur interaction prolongée avec les
chaperons moléculaires du système de contrôle de qualité du rédculum endoplasmique suivi
de leur dégradation prématuré par le protéasome (tableau 1). Le deuxième mécanisme
implique la formation de gros agrégats associés aux chaperons moléculaires, souvent due à
l’hydrophobicité de la protéine. Ces agrégats ne peuvent alors échapper le rédculum
endoplasmique et deviennent toxiques pour la cellule (tableau 2)
Lors de la biosynthèse, les protéines sont transioquées dans le rédculum
endoplasmique et le repliement se déroule en trois étapes. La première étape est lors de la
transiocation à travers le transiocon, la deuxième étape est une fois la synthèse terminée et
finalement, la troisième étape est lors de l’assemblage oligomérique (Ellgaard and Helenius,
2003). Comme le rédculum endoplasmique est un compartiment hétérogène, il semble y
avoir certaines régions plus spécialisées pour certaines de ces étapes (Berridge, 2002;Papp et
ai, 2003;Roth et aL, 2002;Suffivan et al., 2003). Par exemple, certaines protéines mal repliées
semblent s’accumuler dans un compartiment du réuculum endoplasmique, nommé corps de
Russeil, avant d’être ciblées pour la dégradation (Suffivan et al., 2003).
Les chaperons moléculaires interagissent spécifiquement avec les protéines mal
repliées grâce aux propriétés biophysiques des protéines, tels les zones hydrophobes, les
boucles mobiles, les cystéines libres, l’absence de compacité et la glycosylation. Ils exercent
deux rôles, soit assister le repliement et expédier les protéines qui n’atteignent pas la bonne
conformation pour la dégradation, processus connu sous le nom de ERAD (endoplasmic
redculum-associated degradadon) Ellgaard and Helenius, 2003). Le contrôle de qualité inclut
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aussi des enzymes qui vont sélectivement et de manière covalente marquer les protéines mal
repliées pour leur reconnaissance par la machinerie de dégradation. Les deux plus connues
sont l’ubiquitine, une petite protéine qui s’attache aux lysines de la protéine en tant que signal
pour la dégradation, et le glucose, qui est ajouté au N-glycan des glycoprotéines en tant que
signal de rétention du réticulum endoplasmique.
Lors de la synthèse des protéines sécrétées et membranaires, les ribosomes vont
s’associer à la membrane du réticulum endoplasmique afin de permettre au polypeptide
d’être transloqué dans la lumière ou dans la membrane du réticulum endoplasmique (figure
2) Uohnson and van Waes, 1999). Cette association est possible, dans la majorité des cas,
grâce à un peptide signai à l’extrémité de la protéine qui est reconnu par la protéine SRP
(Signai Recognition Particle) qui elle va lier son récepteur à la membrane du réticulum
endoplasmique (Rapiejko and Gi]more, 1997). Ensuite, la protéine passe par le translocon
sec6l pour atteindre la lumière du réticulum endoplasmique et le peptide signal peut être
coupé. Dans le cas d’un récepteur à sept passages transmembranaires, comme le récepteur
V2 de la vasopressine, le peptide signai va être clivé et la translocation est arrêtée par un
signal d’arrêt, qui va devenir le premier passage transmembranaire, et ainsi de suite jusqu’à ce
que les sept passages transmembranaires soient incorporés dans la membrane. Le translocon
sec6l, qui permet un passage bidirectionnel, est un complexe hétérotrimérique composé
d’une sous-unité alpha, qui forme le pore avec ses dix passages transmembranaixes, d’une
sous-unités beta, qui permet l’association de la peptidase au polypeptide afm de cliver le
peptide signal, et finalement d’une sous-unité gamma, qui stabilise le complexe (Johnson and
van Waes, 1999;Romisch, 1999).
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figure 2 Transiocation des protéines à travers la membrane du réticulum endoplasmique
Lors de la synthèse de la protéine, un peptide signal à l’extrémité de la protéine va lier le
SRP. Ensuite, le SRP va lier son récepteur à la surface de la membrane du réticulum
endoplasmique, près du transiocon, et va amener le ribosome au transiocon. Puis la protéine
va être transioqué dans la membrane du réticulum endoplasmique Golinson and van \Vaes,
1999).
La protéine BiP interagit directement avec le translocon et joue alors un premier rôle
en bloquant l’ouverture du translocon en l’abscncc du polvpeptide afin d’éviter le passage de
molécules non désirées, par exemple, des ions (Hamman et al., 199$). Conséquemment,
lorsqu’il y a accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique
entraînant une séquestration de la protéine BiP, il y a des fuites de calcium (Lomax et al.,
2002).
Toujours lors de la biosynthèse, les gh’coprotéines sont glycosylées par l’ajout d’un
N-glycan sur une asparagine (Figure 3) (Kornfeld and Kornfeld, 1985). Ce N-glycan,
comprenant 3 glucose, 9 mannose et 2 N-acetylglucosamine, est synthétisé sur un dolichol
avant d’être transféré sur l’asparagine du polvpeptide grâce à l’oligosaccharyltransferase
(Helenius and Aebi, 2001).
I
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Figure 3 N-Glycosylation d’une protéine
Le N-glycan, composé de 3 glucose, 9 mannose et 2 N-acetylglucosamine, est transféré du
dolichol à une asparagine de la protéine (Kornfeld and Kornfeld, 1985).
Une fois la protéine dans le réticulum endoplasmique ou insérée dans la membrane, il
semble exister deux complexes de chaperons moléculaires exécutant des fonctions
différentes afin de permettre à la protéine d’atteindre la bonne conformation, soit le
complexe de BiP et le complexe calnexine/calréticuline. Quelques études démontrent une
séparation spado-temporale des deux complexes de chaperons puisqu’aucune composante
du complexe calnexine/calréticuline n’a été détectée avec le complexe BiP (Meunier et al.,
2002). De plus, les protéines mal repliées s’accumulent dans un compartiment contenant la
calnexine et la calréticuline mais pas BiP, PDI (protein disulfide isomerase) ou UDP
glucosyltransferase supportant une fois de plus la séparation spatiale de ces deux complexes
(Kamhi-Nesher et al., 2001).
ER LUMEN
growing
polypeptide chain
Iipid -lin ked
oligosaccharide
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Dans certains cas, les protéines utilisent l’un des deux systèmes EMolinari and
1-lelenius, 2000) alors que dans d’autres cas, elles empruntent les deux systèmes
successivement (Hammond and Helenius, 1994). Il semble que la position du N-glycan
détermine le choix du complexe de chaperons, c’est-à-dire que si le N-glycan se lie à la
chaîne peptidique dans les 50 premiers acides aminés, Je complexe de calnexine/calréticuline
va lier. Alors que si le N-glycan se lie après le 50e acide aminé, le complexe de BiP va se lier
puis, lors des modifications post-traductionnelles, le complexe calnexine/calréticuline
prendra la relève (Molinari and Helenius, 2000). Cependant, il arrive que pour une même
protéine, la forme sauvage et différents mutants ne lient pas les mêmes chaperons (Mizrachi
and Segaloff 2004). De plus, dans le cas d’une protéine glycosylée, la calnexine/calréticuline
aurait un net avantage sur BiP pour éviter l’agrégation (Stronge et al., 2001). Effectivement,
certaines études suggèrent une double liaison du complexe calnexine/calrédculine à la
protéine en voie de repliement grâce à un autre site dans le domaine globulaire. Cette
deuxième liaison permettrait au complexe calnexine/cafréticuline d’interagir autant avec les
protéines glycosylées que non glvcosylées Danilczyk and Wiffiams, 200LSaito et aL,
1999;Stronge et al., 2001). Réciproquement, certains substrats du complexe
calnexine/calréticuline peuvent lier BiP lorsque leur gÏycosylation est bloquée (Balow et ai.,
1995;Zhang et al., 1997).
1.1.1 Le complexe BiP
La protéine Bi?, aussi connue sous le nom de GRP7$ (glucose related protein), est
un chaperon moléculaire de la famille des HSP7O (heat shock protein) très abondant dans la
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lumière du réticulum endoplasmique et essentiel à la survie (Gething, 1999). BiP lie de façon
transitoire les protéines nouvellement synthétisées et de façon plus permanentes les
protéines mal repliées afin d’éviter leur agrégation inter- et intra-moléculaire ainsi que leur
export du réticulum endoplasmique (Gething and Sambrook, 1992;Harfl, 1996;Hendershot
et al., 1996;Simons et al., 1995).
BiP, comme les protéines de la famille des HSP7O, est composé de deux domaines,
soit un domaine à l’extrémité amine contenant une activité ATPase et un domaine à
l’extrémité carboxyle contenant le site de liaison au substrat (McKay, 1993). L’affinité du
domaine carboxyle pour le substrat dépend de l’occupation par l’ATP (basse affinité mais
liaison rapide) ou l’AID? (haute affinité mais liaison lente) du domaine amine alors que
l’occupation du domaine carboxyle par le substrat favorise l’hydrolyse de l’ATP (Blond
Elguindi et al., 1993a;Blond-Elguindi et al., 1993b;Flvnn et al., 1989;Fourie et al., 1994;Knarr
et al., 1995). En fait, la liaison de l’ATP permet l’ouverture des deux domaines alors que
l’hydrolyse de l’ATP entralne la fermeture des deux domaines qui va emprisonner le substrat.
De plus, la protéine DnaJ agit en tant que co-chaperon en permettant la régulation de
l’activité ATPase de BiP (Buchner, 1999).
Le premier complexe de chaperons moléculaires incluant Bi? et plusieurs autres
chaperons moléculaires permet d’assister le repliement des protéines parallèlement à la
synthèse dès leur sortie du translocon en tirant le polypeptide dans la lumière du réticulum
endoplasmique tout en cachant les zones hydrophobes afin d’éviter leur agrégation (Blond
Elguindi et al., 1993a;Brodsky, 1996;Flynn et al., 1991;Getbing, 1999;Lyman and Schektnan,
1997). Comme BiP interagit avec une multitude de substrats, il semble que la seule règle de
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reconnaissance d’un substrat par BiP soit simplement l’hvdrophobicité du polypeptide
(Blond-Elguindi et al., 1993a;Flynn et ai., 1991). La structure tridimensionnelle de DnaK,
l’homologue bactérien de BiP (Rudiger et al., 1997), a révélé que le site de liaison permet la
reconnaissance de petites séquences de 7-8 acides aminés aromadques/hydropliobes, qui
dans le cas des protéines bien repliées sont normalement cachées à l’intérieur de la protéine
(Zhu et al., 1996). Comme ce type de séquence existe à plusieurs endroits dans la protéine, il
est très probable que plusieurs protéines BiP puissent lier le substrat en même temps afin de
cacher divers endroits.
Plusieurs autres chaperons moléculaires vont assister le repliement avec la protéine
BiP. Il a même été démontré qu’il existe un grand complexe constitutif de protéines pré-
associées avec BiP même en l’absence de protéines mal repliées, comprenant les protéines
GRP94; CaBP1; PDI; cyclophilin B; ERp72; GRP17O; UDP-glucosvltransferase et SDF2-L1
(Meunier et al., 2002). Certains chaperons vont aussi lier ce complexe spécifiquement en
fonction de la protéine mal repliée.
La fonction exacte de GRP94, membre de la famille des HSP9O, n’est pas connue,
cependant, il semble que GRP94 lie les protéines un peu plus tard que BiP lors du
repliement, ce qui pourrait indiquer que ces deux protéines agiraient en tandem dans le
repliement (Melnick et al., 1994).
La protéine PDI quant à elle agit en synergie avec BiP afin de favoriser le bon
repliement des protéines en permettant la formation de ponts disulfures (Gonz et al.,
2002;Mayer et al., 2000;Shusta et al., 1998). Cette protéine abondante du rédculum
endoplasmique fait partie de la famille des thiol-disuiphide oxidoréductases et permet autant
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la formation du pont disulfure par son activité oxydase que le réarrangement des mauvais
ponts par son activité isomérase (Figure 4) Wllkinson and Gilbert, 2004). Ces fonctions sont
possibles grice au milieu oxydatif du réticulum endoplasmique qui est maintenu en présence
de glutathione.
DIsuIfid Formation S — s SH 5H
SHSH O
sulfhydryl disulfîde
DsuIfido Isomorization
SHSH SHSH
00
Figure 4 : Formation et isomérisation des ponts disulfures catalysées par la PDI
La formation des ponts disulfures se produit lorsque les équivalents oxydants sont transférés
de la forme oxydée dc la PDI à la forme réduite de la protéine. L’isomérisation, quant à elle,
requiert la forme réduite de la PDI (Wilkinson and Gilbert, 2004).
La formation des ponts disulfures se produit très tôt lors de la biosynthèse, ce qui
entraîne souvent des erreurs (Wildnson and Gilbert, 2004). La correction de ces erreurs est
réalisée grêce à l’activité isomérase de la PDI (Wilkinson and Gilbert, 2004). De plus, les
protéines bien repliées ne sont pas de bons substrats pour la protéine PDI, en fait, les
protéines en voie de repliement sont 100 fois plus affines pour PDI (Wilkinson and Gilbert,
2004).
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1.1.2 Le complexe calnexine/cafréticuline
Le deuxième complexe incluant la cainexine, la calrédculine et plusieurs autres
chaperons moléculaires agit un peu plus tard (Hammond and Helenius, 1994) en
reconnaissant principalement l’état de glycosyladon des protéines (Hammond et ai., f 994.
Lors du repliement, il y plusieurs cycles de liaisons et de relâchements avec le complexe
calnexine/calréflculine permettant la rétention de la protéine dans le réticulum
endoplasmique tant que celle-ci n’est pas bien repliée. Plus la protéine reste longtemps dans
le réticulum endoplasmique, plus elle a de chance d’atteindre la bonne conformation.
La cainexine est une protéine tiansmembranaire alors que la calrédculine est une
protéine luménale du réticulum endoplasmique. Leur site de liaison au glycan se trouve dans
le domaine lecrine globulaire (Schrag et al., 200f). Ces deux protéines homologues semblent
lier des substrats différents. Des études ont démontré que lorsque le domaine
transmembranaire de la cainexine est transféré à la cairéticuline, la cairéticuline liera les
substrats de la cainexine. De même, lorsque le domaine transmembranaire de la calnexine est
enlevé, la cainexine va lier les substrats de la calrédcuhne. Ces résultats indiquent que leur
topologie permet une certaine spécificité (Danilczyk et al., 2000;Wada et al., f995).
À l’image de BiP, le complexe calnexine/calrédculine possède un co-chaperon de la
famille des thiol/disulfide oxidoreductases, ERp57 (endoplasmic redculum protein), qui
permet d’accélérer la formation des ponts disulfures des protéines N-glycosylées (Cliver et
al., f 997;Oliver et al., f999). Toutefois, ERp57 n’interagit pas directement avec la protéine
mal repliée (Miarachi and Segaloff, 2004) et semble former un complexe f:l avec les
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chaperons cainexine et cahéticuline grâce à des ponts disulfures (Leach et aL, 2002;Oliver et
aL, 1999;Pollock et aI., 2004).
Trois enzymes fonctionnellement indépendantes du réticulum endoplasmique
permettent le cycle de liaison entre la protéine en voie de repliement et le complexe
calnexine/cafrédculine, soit la glucosidase I et II et l’UDP-glucose: glycoprotein
glusyltransferase (Ellgaard et al., 1999;Eligaard and Helenius, 2003;Zapun et al., 1999). Tout
d’abord, la glucosidase I permet d’enlever un premier glucose sur le N-glycan suivi d’un
deuxième glucose grâce à la glucosidase II. Alors le substrat, qui est monoglucosylé, peut lier
le complexe calnexine/calréticuline. Puis, la glucosidase II va enlever le dernier glucose afin
de dissocier la protéine du complexe calnexine/cairédculine (Zapun et al., 1997). À ce
moment, la protéine peut être reglucosylée par l’UDF-glucose: glycoprotein
glucosyltransferase afin de permettre à la protéine de lier à nouveau ou non le complexe
calnexine/calréticuline (Hammond et al., 1994;Parodi, 1999;Sousa et al., 1992). Il y a donc
plusieurs cycles de liaison et dissociation avec ce complexe jusqu’à ce que la protéine soit
bien repliée. Lorsque la protéine est bien repliée, elle ne sera pas reglucosylée par l’UDF-
glucose: glycoprotein glucosyltransferase mais plutôt exportée du réticulum endoplasmique
vers le Golgi. Alors, l’UDF-glucose: glycoprotein glucosyltransferase agit comme un
détecteur du repliement, reconnaissant les zones hydrophobes du côté carboxyle du site de
glucosyladon (Caramelo et al., 2003;Sousa and Parodi, 1995), et le glucose est l’empreinte
d’une protéine mal repliée. L’UDF-glucose : glycoprotein glucosyltransferase est très fidèle
puisque des études ont démontré qu’elle ne reconnait pas les protéines bien repliées, les
petits glycopeptides ou les N-glycans libres mais seulement des défauts très précis (Parodi,
2000;Trombetta and Helenius, 2000).
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1.1.3 Ciblage pour la dégradation
Lorsque la protéine n’arrive pas à bien se replier, un mannose dans la branche du
centre sera enlevé grâce à la ER Œ1,2-mannosidase II (Lai et al., 199$). Il semble que la ER
Œ1,2-mannosidase II soit le chronomètre qui détermine le temps que la protéine a pour se
replier (Ellgaard and Helenius, 2001;Helenius et al., 1997;jakob et al., 199$;Sifers, 2003). En
fait, la ER Œ1,2-mannosidase aurait besoin d’une plus longue période de temps pour
hydrolyser un mannose, laissant le temps au cycle calnexine/calrédculine d’aider le
repliement de la protéine. Lorsque le mannose de la protéine est enlevé, la protéine sera
reconnu par la lecdne EDEM (endoplasmic reticulum-Degradadon-Enhancing 1,2-
Mannosidase-like protein), ce qui entraînera son ciblage au translocon sec6l et empêcher sa
reglucosyladon par l’UDP-glucose: glvcoprotein glucosyltransferase (Hosokawa et ai.,
2001;Takob et ai, 2001).
Généralement, les protéines sont déglucosylées par une pepdde:N-glycanase et
dépliées dans la lumière du réticulum endoplasmique afin de leur permettre de passer dans le
translocon pour atteindre le cytosol, phénomène appelé rétrotranslocadon. Cependant, dans
certains cas, il fut démontré que des protéines bien repliées peuvent tout de même traverser
le transiocon (Tirosh et al., 2003).
Dès la sortie de la protéine du translocon, elle sera polyubiquidnée. L’ubiquidnadon
est l’ajout covalent d’ubiquidnes, une protéine de 76 acides aminés, par un lien isopepdde sur
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une lysine de la protéine à être dégradée (Hershko and Ciechanover, 199$;Hochstrasser,
1996). La polyubiquitination est l’ajout d’une ubiquidne sur la lysine 48 de l’ubiquitine lié au
substrat et ainsi de suite, un minimum de 4 ubiquitines doivent être liées afin de cibler pour
la dégradation par le protéasome (Hershko and Ciechanover, l998Hochstrasser, 1996).
Cependant, la lysine 63 peut, elle aussi, être polyubiquitination et dans ce cas, l’ubiquidnadon
provoque un signal différent, par exemple, la réparation de l’ADN ou l’activation de la kinase
IXBŒ (Pickart, 2001b). La monoubiquidnation, quant à elle, semble jouer un rôle différent
(Hicke, 2001b), par exemple, dans l’endocytose et le triage au niveau des endosomes vers le
recyclage ou la dégradation par le lysosome (Hicke, 2001a;Katzmann et al., 2001), ainsi que le
transport au noyau et l’expression des gènes (Pickart, 2001b). L’ajout d’ubiquitine sur une
protéine se fait grâce à trois enzymes (Figure 5) (Pickart, 2001a). La El ubiquidn-acdvadng
enzyme forme un lien thiol ester avec la glycine 76 de l’ubiquidne. Puis, l’ubiquidn est
transférée à la E2 ubiquitin-conjugating enzyme qui permet d’amener l’ubiquitine et la E3
ubiquidn-protein ligase à la protéine d’intérêt. Finalement, la E3 ubiquidn-protein ligase
permet le transfert de l’ubiquitine de l’enzyme E2 à la protéine d’intérêt. La plupart des
organismes ont une seule enzyme El mais plusieurs enzymes E2 et E3, qui permettent la
spécificité (Pickart, 2001b). Il existe aussi des enzymes associées au protéasome qui
permettent la déubiquidnadon, nécessaire pour l’entrée du substrat dans le protéasome et ce
processus permet aussi de recycler l’ubiquitine (Pickart, 2001b).
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Figure 5 Processus d’ubiquitination
La El ubiquitin-activating enzyme forme un lien thiol ester avec la glycine 76 de l’ubiquitine.
Puis, l’ubiquidn est transférée à la E2 ubiquitin-conjugating enzyme qui permet d’amener
l’ubiquitine et la E3 ubiquitin-protein ligase à la protéine d’intérêt. Finalement, la E3
ubiquitin-protein ligase permet le transfert de l’ubiquitine de l’enzyme E2 à la protéine
d’intérêt (Pickart, 2001a).
Finalement, la protéine est dégradée par les 26S protéasomes cytosoliques et cette
réaction nécessite de l’ATP. Le protéasome est un complexe de 2MDa formé de une ou deux
sous-unités appelées cap 19S, qui est la partie régulatrice du protéasome, et d’une sous-unité
appelée corps 20S, qui comprend la partie protéolytique (Coux et al., 1996;DeMartino and
Slaughter, 1999;Voges et al., 1999;Zwicld et al., 2001). La sous-unité cap 19S contient des
protéines AAA ATPAse (ATPases Associated with multiple cellular Activities) qui
permettent la liaison à la chaîne d’ubiquitines (Deveraux et al., 1994;Lam et al., 2002), la
dénaturation du polypeptide (Braun et al., 1999;Liu et al., 2002;Stricldand et al., 2000),
l’ouverture du corps 20S (Kohler et al., 2001), l’entrée du polypeptide dans le corps 20S (Lee
et al., 2001) et la déubiquitination Yao and Cohen, 2002). Par exemple, une de ces AAA
ATPase typique, nommée p97 chez les mammifères, contient deux sites de liaison à l’ATP et
un site de liaison pour l’ubiquitine (Dai and Li, 2001;Peters et al., 1990). La protéine p97
permet le couplage entre la rétrotransiocation et la dégradation puisqu’elle procure l’énergie
nécessaire pour la rétrotranslocation et le ciblage au protéasome (Bays and Hampton, 2002).
Donc, la rétrotranslocation est tout de même possible en l’absence de protéasomes
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fonctionnels si p97 n’est pas affecté car le protéasome serait nécessaire au relâchement du
substrat de la membrane du réticulum endoplasmique (Elkabetz et al., 2004). De plus, p97 lie
la protéine avant même que celle-ci soit ubiquitinée mais l’ubiquitination est nécessaire à
l’extraction (Wojcik et aL, 2004). Cependant, p97 est nécessaire seulement dans le cas des
protéines qui doivent être ubiquitinées puisque certaines protéines non-ubiquitinées
n’interagissent avec p97. Les protéines non-ubiquidnées peuvent être ciblées au protéasome
de différentes façons, par exemple grâce à une protéine accessoire ou un signal dans
l’extrémité carboxyl (Orlowski and Wilk, 2003). Dans certains cas, le mécanisme demeure
inconnu. Cette dégradation par le protéasome est concomitante à la translocation (Mayer et
ai, 1998;Plemper et al., l998,Xiong et al., 1999). Récemment, il fut démontré que dans
certains cas le protéasome serait suffisant pour la rétrotransiocation de la protéine dans le
cytosol et sa dégradation mais que ces deux activités seraient indépendantes puisque le
cap 19S en présence d’AYP permet la rétrotranslocadon et le corps 20S permet la dégradation
protéolytique (Lee et ai, 2004).
1.1.4 Chaperons spécifiques
Le contrôle de qualité du réticulum endoplasmique est très complexe et en plus des
systèmes généraux décrient précédemment, il comporte aussi un contrôle de qualité plus
spécifique à certaines protéines. Ces chaperons ont leur propre mécanisme de
reconnaissance. Ils interagissent souvent plus tard lors du repliement et peuvent même
maintenir leur interaction avec les protéines une fois bien repliées. Il existe une multitude de
ces chaperons (Eligaard et al., 1999) mais voici quelques exemples.
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La protéine NinaA est une enzyme de la famille des pepddyl —propyl cis/trans
isomerase qui assure le transport à la surface cellulaire d’un récepteur couplé aux protéines
G, la rhodopsine, chez la drosophile (Stamnes et aL, 1991). De même, la protéine RAP
(receptor-associated protein) lie les membres de la familles des LDLR Qow density
lipoprotein-receptor) dans le rédculum endoplasmique et les escorte jusqu’au Golgi afin
d’éviter la liaison précoce du ligand (Bu, 2001). D’autre part, la protéine ERGIC-53
(endoplasmic redculum-Golgi intermediate compartment) agit comme un récepteur
permettant le transport entre le réirculum endoplasmique et le Golgi pour certaines protéines
glycosylées comportant plusieurs mannose (Appenzeller et al., l999;Nichols et al., 1998).
D’autre part, la protéine RAIvW (receptor acuvity-modifyi g protein), dont trois
sous-types existent (IAMP1, 2 et 3), est un chaperon différent des précédents puisque la
liaison entraîne un changement dans la pharmacologie de la protéine qu’elle escorte
(McLatchie et aI., 1998). Cette protéine à un domaine transmembranaire lie un récepteur
couplé aux protéines G, le CRLR (Calcitonin Receptor Like Receptor). En l’absence de cette
liaison, les protéines RAMP voyagent entre le réticulum endoplasmique et le Golgi tandis
que le CRLR n’atteint pas la membrane plasmique. Cependant, lorsque RAMP lie le CRLR,
celui-ci peut maintenant être bien acheminé à la membrane. Selon le sous-type de RAMP qui
va s’associer, le récepteur lie un ligand différent. C’est-à-dire, lorsque la protéine RAMP1 agit
comme chaperon, le CRLR va lier le CGRP (calcitonin gene-related pepdde) tandis que si
RAMP2 ou 3 lie le CRLR, le récepteur va lier l’adrénoméduline (Aldecoa et al.,
2000;Leuthauser et al., 2000).
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Un dernier exemple est la protéine DRiP7$ (Dopamine receptor interacting protein)
qui lie certains récepteurs couplés aux protéines G. DRiP78 est une protéine membranaire
résidente du réticulum endoplasmique qui lie une séquence hydrophobe, FxxxFxxxF, au
niveau de l’extrémité C-terminal des récepteurs. Certains groupes suggèrent que cette
séquence régule l’export des récepteurs du réticulum endoplasmique (Bermak et al., 2001)
tandis que d’autres suggèrent que ce motif soit important pour le repliement (IKrause et al.,
2000). La surexpression de DRiP78 entraîne la rétention du récepteur de la dopamine Dl et
du récepteur muscarinique M2 (Bermak et al., 2001;Bermak and Zhou, 2001). Il avait donc
été suggéré que le fait de masquer le signal d’export par une protéine accessoire entraîne une
rétention. Cependant, dans le cas du récepteur de l’angiotensine AT1, lors de la
surexpression de DRiP78, il y a augmentation de l’export (Leclerc et al., 2002). Comme ces
résultats sont contradictoires, le rôle exact de DRiP78 dans la maturation de ces récepteurs
n’est pas très clair.
1.1.5 Agrégation
Certaines protéines sont retenues dans le réticulum endoplasmique car elles forment
de gros agrégats irréversibles plutôt que d’être dégradées par la machinerie de dégradation
décrite précédemment. Un des processus de l’agrégation implique un changement structurel
de la protéine par la formation de feuillets I, qui est une structure très stable et irréversible
(Gazit, 2002). Ce type d’agrégation, pouvant être causé par l’âge ou un agent infectieux,
entraîne plusieurs pathologies, telles l’alzheimer, le parkinson, la maladie du prion et d’autres
amyloidoses ttableau 2) (Gazit, 2002;Kopito and Ron, 2000). La raison de l’absence d’export
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n’est pas claire mais il se pourrait que la taille ne permette pas l’export ou diminue la mobilité
empêchant les agrégats d’atteindre les sites d’export. Il a aussi été proposé que les chaperons
moléculaires et les autres protéines résidantes du rédculum endoplasmique formeraient un
réseau visqueux et interconnecté réduisant la mobilité des agrégats (Booth and Koch,
1989;Sambrook, 1990). Effectivement, des études démontrent que certaines protéines mal
repliées sont immobiles dans le réticulum endoplasmique (NeMs et al., 2000). Souvent, ces
agrégats incluent des chaperons moléculaires, tels BiP, GRP94 et PDI (Fabunmi et al.,
2000;Molinari et al., 2002;Wigley et al., 1999;Wojcik et al., 1996). La présence de PDI peut
entraîner la formation de plusieurs ponts disulfures non-désirés stabilisant davantage
l’agrégat (I\4olinari et al., 2002).
Le plus grand problème est que ces agrégats sont toxiques pour la cellule, entraînant
certaines maladies (tableau 2). La cellule tentera donc de détruire ces agrégats (Kopito and
Ron, 2000). Dans certains cas, les agrégats s’accumulent dans une extension dilatée du
réticulum endoplasmique où il est possible de voir l’apparition de plusieurs autophagosome
(Kopito and Ron, 2000). Dans d’autres cas, les protéines mal repliées s’accumulent dans des
vésicules dérivées du réticulum endoplasmique, les corps de Russeil, qui sont
structurellement très similaires aux autophagosomes (Kopito and Ron, 2000). Ces études
suggèrent que l’autophagocytose soit le moyen emprunté par la cellule afin d’éliminer les
agrégats toxiques.
1.1.6 Export des protéines du réticulum endoplasmique
Lorsqu’une protéine est bien repliée, elle peut être exportée du réticulum
endoplasmique jusqu’au Goïgi grâce au complexe COPII (coat protein complex II) (figure
6) Aridor and Traub, 2002;Barlowe et aL, 1994;Gorelick and Shugrue, 2001). Le complexe
COPII est composé de trois composantes cytosoliques, soit le sec23/sec24, le secl3/sec3l
et la petite GTPase Sarl Aridor and Traub, 2002). L’échange du GDP en GTP de Sarl est
médié par la protéine secl2. Une fois que Sarl est lié au GTP (Barlowe and Schekman,
1993), elle recrutera sec23/sec24, qui pourront le lier à la couche bifipidique de la membrane.
Ensuite, secl3/31 sera également recruté au site d’export (Aridor et al., 2001;Matsuoka et al.,
199$). La formation de plusieurs complexes COPII permettra la formation d’une vésicule
qui va bourgeonner de la membrane. Lors du bourgeonnement, d’autres protéines se lieront
au complexe de COPII afin de compléter la machinerie de fusion, telles les protéines
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensidve factor attacbment protein receptor) (Ungar and
Hughson, 2003), et de permettre le bon ciblage, telles les protéines Rab (Deneka et al.,
2003;Seachrist and Ferguson, 2003). Finalement, cette vésicule sera transportée au Golgi et
fusionnée avec la membrane du Golgi.
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Figure 6: Formation de vésicules COPII
La protéine secl2 médie l’échange du GDP en GTP de Sarl. La protéine Sarl -GTP recrute
au site d’export sec23/sec24, qui vont recruter les SNAREs et finalement secl3/31 afin de
permettre le bourgeonnement (Aridor and Traub, 2002).
Le recrutement au site d’export des protéines, qui doivent être acheminées au Golgi,
se fait grâce à la reconnaissance d’un motif d’export. Deux classes de ce type de motif ont
été décrites. La première classe comprend des acides aminés hydrophobiques et aromatiques
dans l’extrémité carboxyle, tels 2 phénylalanine Nufer et al., 2002) ou une simple valine
(Todice et al., 2001). La deuxième classe, quant à elle, comprend de petites séquences d’acides
aminés contenant une séquence interne diacide (EXD) (Ma et al., 2001;Ma et al.,
2002;Nishimura and Balch, 1997). Ces séquences peuvent lier le sec23/sec24 dans le cytosol
et permettent la formation du complexe COPII. Naturellement, la protéine doit atteindre la
bonne conformation pour que son site d’export soit bien exposé. Cependant, dans certains
cas, aucun motif d’export n’a été identifié.
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1.2 Contrôle de qualité du cytosol
En plus des mécanismes de contrôle de qualité du réticulum endoplasmique, certains
chaperons moléculaires cytoplasmiques peuvent aussi contribuer au bon repliement des
protéines membranaires. En effet, il fut démontré que les chaperons moléculaires
cytoplasmiques, telles Hsp7O et deux Hsp4O (HSJ1a et HSJIb), peuvent assister le repliement
des boucles cytoplasmiques d’une protéine membranaire (Chapple and Cheetham, 2003).
1.3 Contrôle de qualité du Golgi
Lorsque les protéines arrivent au niveau du Golgi, elles sont triées selon leurs
différents sites d’action, soit la membrane plasmique, les vésicules de sécrétions, le lysosome,
etc. Ce processus est très rapide car les protéines passent environ 5 à 15 minutes au niveau
du Golgi (Helenius and Aebi, 2001).
Malgré le fait que la plus grande partie du contrôle de qualité se fait au niveau du
réticulum endoplasmique, il semble que le Golgi y participe. Par exemple, si une protéine mal
repliée s’échappe du réticulum endoplasmique, une fois dans le Golgi, elle sera renvoyée
dans le réticulum endoplasmique grâce à plusieurs protéines, telles, BiP, les protéines du
complexe COPI et les récepteurs du KDEL (Letourneur et al., 1994. Malgré l’absence de
protéines chaperons spécifiques au Golgi, la localisation de certains des chaperons,
normalement dans le réuculum endoplasmique, au niveau du ERGIC (ER-Golgi
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intermediate compartment), suggère la possibilité de repliement des protéines dans ce
compartiment.
De plus, le Golgi permet aussi la modification des sucres qui furent ajouté sur la
protéine lors de sa synthèse dans le réuculum endoplasmique. Les premières modifications
se font au niveau du réticulum endoplasmique, tel que décrit dans la section «Le complexe
calneidne/calréticuline >. Une fois dans le Golgi, plusieurs sucres sont une fois de plus
enlevés et d’autres sucres sont ajoutés. Le complexe de sucres final, pouvant varier selon la
protéine, sera plus gros et donc entraînera un changement de poids de la protéine, ce qui
permet d’ailleurs de suivre sa maturation.
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Chapïtre 2
Diabète insipide néphrogénique et physiologie rénale
27
Une des maladies conformationnelles mentionnées précédemment et faisant l’objet
de cette thèse est le diabète insipide néphrogénique. C’est une maladie rare, qui est
caractérisée par une résistance des reins face à l’action de l’hormone antidiurétique, soit
l’arginine vasopressine.
2.1 Anatomie et physiologie rénale
Les reins traitent quotidiennement environ 180 litres de liquide en provenance du
sang et seulement 1,5 litres d’urine sera excrété. Les reins sont composés de plus d’un million
de néphrons qui sont formés de la capsule glomérulaire (capsule de Bowman), du glomérule
rénal et un système tubulaire. La formation de l’urine comprend trois étapes, soit la filtration
glomérulaire, la réabsorption tubulaire et la sécrétion tubulaire.
La filtration glomérulaire est un processus passif et non sélectif au cours duquel les
liquides et les solutés sont poussés à travers les membranes des capillaires glomérulaires
(fenestrés) par la pression hydrostatique pour se retrouver dans la capsule glomérulaire. La
réabsorption tubulaire est un mécanisme de transport transépithélial actif ou passif qui
permet la concentration de l’urine, où l’osmolarité urinaire peut atteindre jusqu’à 1200
mOsm/kg (Figure 7). Le transport de l’eau à travers la membrane ne se fait heureusement
pas de façon active, ce qui nécessiterait une quantité incroyable d’énergie, mais plutût grâce à
un système de contre-courant dû à l’arrangement entre le système tubulaire du néphron et le
système vasculaire entourant celui-ci. Alors les nutriments organiques, tels le glucose et les
acides aminés, l’eau et les ions peuvent être réabsorbés à différents endroits dans le système
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tubulaire du néphron, soit le tubcile contourné proximal (65°/o du filtrat glomérulaire
absorbé), l’anse du néphron (l5-35% du filtrat glomérulaire restant absorbé), le tubule
contourné distal et le tubule rénal collecteur.
Figure 7 Schématisation d’un néphron et concentration de l’urine.
Les liquides et solutés sont poussés dans la capsule glomérulaire (I). Le filtrat glomérulaire
est acheminé dans le tubule contourné proximal (2), dans l’anse descendante (3) et
ascendante (4) du néphron, dans le tubule contourné distal (4) et finalement dans le tubule
collecteur (6).
La perméabilité à l’eau de la membrane est fonction de la présence et de l’abondance
des pores aqueux, soit les aquaporines. Pendant longtemps, la diffusion simple était le seul
mécanisme connu du transport de l’eau à travers toutes les membranes biologiques.
Cependant, cette diffusion est très lente et les canaux à eau permettent d’augmenter de 10 à
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100 fois la perméabilité de la membrane. De plus, la découverte des aquaporines a permis
d’expliquer les différences de perméabilité des membranes et le passage spécifique de l’eau
dans certaines membranes. Les aquaporines fournissent une voie d’accès à l’eau dans les
cellules.
La première reconnaissance de l’existence des pores aqueux dans la membrane
plasmique provient d’anciennes études biophysiques sur des globules rouges où des
mouvements de l’eau selon l’osmolarité avait été démontré (Paganeffi and Solomon,
1957;Sidel and Solomon, 1957). Plusieurs années plus tard, le premier canal à eau fut
identifié de façon accidentelle par le groupe de Peter Agre (Denker et al., 19$$;Preston et al.,
1992;Preston and Agre, 1991;Smith and Agre, 1991). En effet, ils ont isolé une protéine
membranaire de 2$ kDa très abondante dans les globules rouges et le tubule rénal proximal
(deux tissus très perméables à l’eau), qu’ils ont nommé CHIP28 (channel-forming integral
membrane protein) (Denker et al., 19$8). Lorsqu’ils ont micro-injecté cette protéine dans des
oocytes de Xenopus taevis, la perméabilité de la membrane a été augmentée et cette
augmentation a été inhibée par le chlorure de mercure (Preston et al., 1992) car celui-ci
interagit avec les groupements sulfhydrvl et les ponts disulfures. La séquence de l’extrémité
NI-l, de cette protéine purifiée fut utilisée pour cloner l’ADNc à partir d’une banque d’ADN
de foie. L’analyse de cette séquence d’ÀDN a révélé que cette protéine comprenait six
passages transmembranaires dont les extrémités NH2 et COOH étaient dans le cytosol
(Preston ai-id Agre, 1991). Par la suite, l’aquaporine-l fut crystallisée permettant de confirmer
sa structure (Sui et al., 2000). De plus, il fut démontré que ce canai à eau dans la membrane
existe en tant qu’homotétramère dont une des quatre sous-unités serait glycosylée (Smith and
Agre, 1991).
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Cette protéine est maintenant connue sous le nom d’aquaporine-l (Agre et aL, 1993)
et à ce jour, 13 aquapotines ont été identifiées et caractérisées chez les mammifères (Noda
and Sasaki, 2004). Elles sont exprimées dans différents types cellulaires épithéliaux et
endothéliaux impliqués dans le transport des liquides leur suggérant des rôles différents.
Elles sont si sélectives que même la forme protonée de l’eau ne peuvent les traverser (Aigre et
al., 2002). Trois milliards de molécules d’eau par seconde, et par monomère d’aquaporine,
peuvent traverser la membrane. Parmi ces neuf aquaporines, six sont exprimées au niveau du
rein à différents endroits dans le néphron.
2.1.1 Tubule contourné proximal
Au niveau du wbule contourné proximal, il y a réabsorption de glucose et de solutés
organiques par co-transport actif (dépendant de l’ATP) avec le sodium et donc création d’un
gradient électrochimique facilitant le transport de l’eau et certains ions par osmose. Ce
passage de l’eau ici est rendu possible grâce aux aquaporines-l qui sont très exprimées autant
sur la membrane apicale que sur la membrane basolatérale (Nielsen et al., 1993b).
2.1.2 Anse descendante du néphron
Dans la partie descendante de l’anse du néphron (ou anse de Henle, il y a toujours
une grande réabsorption d’eau toujours due à la présence d’aquaporines-l. Dans la dernière
partie de l’anse du oéphron et dans la loupe, il y a aussi des transporteurs d’urée (UT2) qui
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permettent l’excrétion d’urée car la concentration est moins grande que dans le liquide
interstitiel (Shayakul et al., 2000).
2.1.3 Anse ascendante du néphron
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Figure 8 Système de contre-courant
L’entrée de NaC1 dans la vasa recta permet d’augmenter l’osmolarité nécessaire au système
contre-courant afin de permettre ensuite l’entrée d’eau.
Par la suite, dans l’anse ascendante du néphron, qui comprend une partie plus mince
et une partie plus épaisse, la membrane est imperméable à l’eau due à l’absence
d’aquaporines. Toutefois, il y a dilution des solutés d’abord par la réabsorption du chlore par
son transporteur CLC-K1 dans la partie plus mince (Kere, 1999) puis dans la partie plus
large, par la forte réabsorption dc NaC1 par un co-transporteur NalK2Cl, le NKCC2
(Hebert, 1998). Puis le potassium sera recyclé dans l’urine par un canal à potassium. Cette
entrée de NaC1 dans la vasa recta, un lit de capillaires additionnels qui permettent de créer un
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gradient osmotique, va permettre d’augmenter l’osmolafité nécessaire au système contre-
courant (Figure 8).
2.1.4 Tubule contourné distal
À ce niveau, il y a absorption active du sodium en réponse à l’aldostérone qui va
entraîner une absorption d’ions due gradient électrochimique. En fait, l’aldostérone permet
une augmentation de l’expression des pompes à sodium à la membrane.
2.1.5 Tubule rénal collecteur
Bien qu’il n’y ait pas d’aquaporine-l dans le tubule rénal collecteur, le fait que la
vasopressine pouvait réguler le transport de l’eau, laissait croire l’existence d’autres canaux à
eau. En accord avec cette hypothèse, l’ADN complémentaire de l’aquaporine-2 a été isolée
en utilisant une banque d’ADN du tubule rénal collecteur è partir d’un oligonucléotide
comprenant le motif NPA (Fushimi et al., 1993). Par la suite, il a été démontré que la
vasopressine menait à la translocation des aquaporines-2 dans la membrane apicale par
l’activation du récepteur V2 de la vasopressine (Figure 9).
Plus en détails, la vasopressine lie le récepteur V2 de la vasopressine présent dans la
membrane basolatérale entraînant une cascade de signalisation. En fait, le récepteur
provoque un changement de conformation de la protéine G hétérotrimérique, qui activera
son effecteur, l’adénylate cyclase, pour permettre la formation d’AMP cyclique et stimuler la
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PKA (protéine kinase A). Ensuite, la PKA mène à la phophoryladon de l’aquaporines-2 et
sa transiocadon à la membrane apicale conduisant à l’augmentation de la perméabilité de la
membrane à l’eau (Morello and Bichet, 2001). Ensuite, les aquaporines-3 et 4, qui sont
exprimées de façon constitutives, permettent le passage de l’eau dans la membrane
basolatérale pour atteindre le liquide interstitiel. La vasopressine régule aussi un transporteur
de l’urée, UT1, qui est principalement exprimé vers la fin du wbule rénal collecteur, en
réponse à la PKA (Shayakul et al., 1996). De plus, la vasopressine peut réguler l’absorption
du sodium en augmentant l’expression de pompe à sodium à la membrane aussi en réponse à
la PKA. (Ward et aI., 1999). Il semble aussi que la vasopressine active des récepteurs Via de
la membrane apicale ce qui induit la formation des prostaglandines qui réduisent
l’accumulation d’AMP cyclique, afin de limiter les effets anti-diurétiques de la vasopressine
(Bankir, 2001). Donc, en l’absence de vasopressine, le tubule rénal collecteur démontre peu
de perméabilité à l’eau, l’urée et le sodium. À ce niveau, il y a encore absorption du sodium
en réponse à l’aldostérone, créant un gradient électrochimique qui permet le transport passif
d’autres ions.
En plus des actions sur l’équilibre hydrique décrit plus haut, la vasopressine est aussi
impliquée dans d’autres processus biologiques, tels la sécrétion de 1’ACTH
(adrenocorticotropic hormone), l’augmentation de la pression sanguine, la prolifération
cellulaire, l’agrégation plaquettaire et la sécrétion du facteur de coagulation. Comme seul
l’effet de la vasopressine sur l’équilibre hydrique est l’objet de cette thèse, la vasopressine et
son récepteur V2 ainsi que l’aquaporine-2 seront vu plus en détail dans les prochaines
sections.
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Figure 9 : Représentation schématique d’une cellule du tubule rénal collecteur.
L’activation du récepteur V2 de la vasopressine par son ligand entraîne la stimulation de la
protéine G qui modulera son effecteur l’adénvlate cvclase afin de produire de l’AMP cyclique
à partir de l’ATP. Cette accumulation d’AMP cyclique activera la PKt\ qui va permettre la
phosphorylation des aquaporines-2 et leur transiocation à la membrane apicale.
2.1.5.1 La vasopressine
La vasopressine, un pepdde cyclique de neuf acides aminés (Figure 10), est
synthétisée dans les neurones magnocellulaires du noyau supraoptique et paraventriculaire de
l’hypothalamus sous la forme d’un grand précurseur (Riddell et al., 1985). Effectivement, le
gène prepn-4I T-XPII, localisé sur le chromosome 20, est responsable de trois peptides en
plus d’un peptide signal, soit la vasopressine, la neurophvsine II (le transporteur de la
vasopressine) et une glycoprotéine dont la fonction est inconnue (Riddell et al., 1985). Suite
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au clivage du peptide signal, la pro-hormone est emmagasinée dans les granules de
neurosécrétion de la neurohypophyse où elle va être convertie en vasopressine et
neurophysine II pour finalement être sécrétée aux extrémités de l’axone dans l’hypophyse
reifuss, 1975;Sachs et al., 1969). Alors, la vasopressine est libérée dans le sang, à un taux
plasmatique de l’ordre de 1O-121v1, afin de pouvoir interagir avec ses récepteurs à divers
endroits. La régulation de la sécrétion de la vasopressine se fait par deux mécanismes. Le
premier mécanisme, très sensible, est dépendant des osmorécepteurs, présents dans les
neurones magnocellulaires, qui détectent les changements d’osmolarité (Bourque et al.,
1994;Bourque and Oliet, 1997). Par exemple, une hypertonicité entraînera une dépolarisation
de la membrane qui permettra la sécrétion de la vasopressine. Le deuxième mécanisme est
dépendant de grands changements dans le volume sanguin et la pression artérielle détecté
par des barorécepteurs (Chowdrev and Lightman, 1993).
COOH - Cys - Tyr - Phe - Gin - Asn - Cys - Pro - Arq
- GIy - NH2
Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la vasopressine.
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Arginine 8
Prolin. 7
Cyt.ïfl. 6
9
Glutamin. 4
Aspiruine 5
PhenyIaInnin 3
Cysteine 7 (N-t.rminal)
— Tyrosinc2
2.1.5.2 Le récepteur V2 de la vasopressine
Il existe trois types de récepteurs pour la vasopressine, soit Via, Vlb (ou V3) et \T2
qui font tous partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ils sont tous très
similaires autant en longueur qu’au niveau de leur séquence. Néanmoins, les récepteurs Via
et Vib interagissent avec les protéines G de la famille G1111 alors que le récepteur V2 couple
aux protéines G5. De plus, les récepteurs Via et le Vlb se retrouvent dans plusieurs
organes, tels le foie, le cerveau, reins, hypophyse, utérus, coeur, poumons, alors que le
récepteur V2 se retrouve presque exclusivement sur la surface basolatérale des cellules
principales du mbule rénal collecteur (Antoni, 1984).
Le récepteur V2 (Figure 11), cloné en 1992, est le récepteur responsable du contrôle
de la réabsorption de l’eau en réponse à la vasopressine au niveau des cellules principales du
tubule rénal collecteur (Birnbaumer et al., 1992). Cette protéine de 371 acides aminés
comprend sept passages transmembranaires, caractéristiques des récepteurs couplés aux
protéines G. Cependant, comme ce récepteur n’est toujours pas crystallisé, toutes
propositions sur sa conformation sont basées sur la structure de la rhodopsine, qui fut
crystalisée (Palczewsld et al., 2000).
Le site de liaison pour la vasopressine se situe à l’intérieur du récepteur V2 entre les
hélices 2 et 7 et permet de complètement engouffrer la vasopressine dans une poche
d’environ i5-20 À (Mouillac et al., 1995). Contrairement à l’ensemble des acides aminés de
la vasopressine qui lient les passages transmembranaires, l’arginine en position 8 de la
vasopressine peut interagir avec une boucle extracellulaire du récepteur, soit la deuxième
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boucle à la position 103 (acide aspartique). D’ailleurs, il semble que ce soit cet acide aminé
qui permet la sélectivité entre les sous-types de récepteurs de la vasopressine car dans le cas
des récepteurs Via, cet acide aspartique est remplacé par une tvrosine (Chini et al., 1995).
Il semble que le récepteur V2 contiennent des signaux de localisation autant pour la
membrane apicale, présent dans la queue C-terminal, que basolatérale, dans la 2 boucle
intracellulaire (Flermosifia and Schulein, 2001). Cependant, le signal pour la membrane
basolatérale serait dominant.
Figure 11 Représentation schématique du récepteur V2 de la vasopressine humain.
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2.1.5.3 L’aquaporine-2
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Figure 12 Arrangement de l’aquaporine-2 dans la membrane
L’aquaporine-2 est sous forme de tétramère dans la membrane où chaque aquaporine a son
propre canal. Ce canal contient deux motifs NPA permettant seulement le passage des
molécules d’eau ung et al., 1994).
L’aquaporine-2 existe sous la forme d’un tétramère où chacunes des sous-unités (271
acides aminés) contient son propre canal (Figure 12) qui permet le passage de l’eau
contrairement aux canaux à ions dont les quatre sous-unités forment un canal central ung
et al., 1994). Deux motifs Asparagine-Proline-Alanine NPA, très conservés chez les
aquaporines, sont orientés à 1$O l’un de l’autre et fournissent les résidus polaires (N) pour
les liaisons hydrogènes permettant l’accès à une seule molécule d’eau à la fois (Figure 12)
Q ung et al., 1994). En plus, la fin du canal comprenant les boucles B et E forme des petites
hélices alpha qui vont créer une charge positive au centre de la membrane qui, combinée
avec une arginine et une histidine, permettront de créer une forte charge pour repousser les
protons lors du passage de l’eau (de Groot and Grubmuller, 2001). Ce passage spécifique de
l’eau permet d’expliquer comment le rein peut réabsorber des centaines de litres d’eau et
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excréter des acides. La structure de l’aquaporine-2, basée sur la structure crystalisé de
l’aquaporine-l (Sui et al., 2000), semble aussi s’appliquer à d’autres aquaporines, telles les
aquaporines-3 et —5 alors que, par exemple, l’aquaporine-4 semble former un plus grand
oligomère.
Il semble que les aquaporines-2 se retrouvent seulement dans les cellules principales
du tubule rénal collecteur (Nielsen et al., 1993a;Nielsen et al., 1995). Il a été démontré que les
aquaporines-2 sont principalement situées dans des vésicules intracellulaires à l’état basal et
que la vasopressine entraîne leur redistribution à la membrane apicale et une augmentation
de cinq fois de la perméabilité à l’eau de cette membrane (Nielsen et al., 1995). La
stimulation par la vasopressine des récepteurs V2 de la vasopressine par une cascade
d’activation décrite précédemment permet l’activation de la PKA. Les aquaporines-2 ont un
site consensus pour la PK\ RRQS) dans l’extrémité COQH dont la sérine (position 256)
est rapidement phosphorvlée, en moins d’une minute suite à l’activation du récepteur
(Christensen et al., 2000;Nishimoto et al., 1999). Ce temps concorde bien avec le temps que
prend la vasopressine pour augmenter la perméabilité de la membrane Ç’vVaII et al., 1992).
Cependant, le groupe de Valend a démontré que la sérine 256 serait aussi phosphorylé par
une autre kinase, soit la G-CK (Golgi apparatus casein kinase) (Procino et al., 2003). Le site
consensus pour cette kinase (RRQSVEL), dont le caractère acide du E serait très important,
se retrouve au même endroit que le site pour la PKA (RRQS). L’étude des mutants de
l’aquaporine-2 S256A et E258K suggère que la phosphoryladon par la G-CK soit nécessaire
pour le transport entre le Golgi et les vésicules intracellulaires et que la PIA serait nécessaire
pour la translocation vers la membrane ÇProcino et al., 2003). Toutefois, ils ont démontré
qu’en bloquant l’internalisadon, il a accumulation d’aquaporine-2 et d’aquaporine-2
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mutante (S256A) à la membrane indépendamment des récepteurs de la vasopressine et de la
phosphorviation. Ces études démontrent que les aquaporines seraient recyclées rapidement
et constitutivement entre la membrane apicale et les vésicules intracellulaires (Lu et al., 2004).
Il semble qu’un traitement soutenu avec la vasopressine régule aussi le nombre
d’aquaporines-2 dans la cellule (Knepper, 1997). En effet, un traitement à long terme avec la
dDAVP pendant cinq jours ou une privation d’eau pendant 24 à 4$ heures entraîne
l’augmentation de la quantité d’aquaporines-2 et la perméabilité à l’eau de la membrane
(DiGiovanni et al., 1994;Nielsen et al., 1993a). Cet effet serait dû à la régulation de la
transcription de l’aquaporine-2 par la présence d’un CRE (cAMP response element) dans
son promoteur. Alors, l’élévation de l’AMPc en réponse à la vasopressine va activer la PKA
qui va phosphoryler CREB dans le noyau. CREB phosphorylé va pouvoir lier l’élément CRE
pour favoriser la transcription de l’aquaporine-2 (Hozawa et al., 1996). Toutefois, il semble
que l’expression de l’aquaporine-2 peut aussi être régulée indépendamment de la
vasopressine mais ces mécanismes ne sont pas très connus (Nielsen et al., 1999).
2.2 Diabète insipide néphrogénique congénital
L’absence de la concentration de l’urine entraîne un diabète insipide, dont plusieurs
types existent. Le diabète insipide peut être neurogénique (ou central) s’il est entraîné par un
problème au niveau de la sécrétion de la vasopressine. Cette forme peut être acquise ou
congénitale, dû à des mutations dans le gène de laprepro-AIP-NPII (ho et al., 1993;Ritdg et
al., 1996). Dans ce cas, l’administration de dDAP, un analogue de la vasopressine, permet
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au patient de surmonter la pathologie. Le diabète insipide peut aussi être néphrogénique,
acquis ou congénital une fois de plus. La forme acquise, qui est plus commune quoique
moins sévère, peut être causée par divers facteurs dont le plus commun est un traitement au
lithium, administré aux patients atteints de désordres affectifs (Peet and Pratt, 1993). En fait,
le lithium entraînera la régulation négative de l’ARNm de l’aquaporine-2 et de la pompe à
sodium et potassium NaKATPase (Laursen et al., 2004). La forme congénitale quant à elle
provient de mutations soit dans le gène du récepteur V2 ou de l’aquaporine-2 et le dDAVP
n’a aucun effet positif.
Le diabète insipide néphrogénique congédnal est rare et lié au chromosome X. Ce
dérèglement entraîne une incapacité des reins à concentrer l’urine, menant à une osmolarité
urinaire maximale de moins de 300mOsm/kg, et ce indépendamment de la concentration
circulante de vasopressine (Morello and Bichet, 2001). Les manifestations de cette maladie
génétique sont présentes dès les premières heures de la vie. Les principaux symptômes sont
une déshydratation sévère, de la fièvre, des vomissements et de la constipation (Morello and
Bichet, 2001). La déshydratation persistante peut entraîner des retards mentaux et même la
mort en l’absence de traitement adéquat. Un diagnostic rapide suivi d’un traitement qui
assure un bon apport d’eau est donc essentiel pour ces patients (Morello and Bichet, 2001).
À ce jour, aucun traitement pharmacologique spécifique n’est connu et seul l’absorption de
grande quantité d’eau avec une diète faible en sodium assure un développement normal des
enfants atteints (Blalock et al., 1977). De plus, les patients peuvent prendre des
hydrochlorothiazides et de l’indométhacine afin de réduire l’excrétion de l’eau (Jakobsson
and Berg, 1994).
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2.2.1 Mutations du récepteur V2 de la vasopressine
Chez environ 90% des patients, le diabète insipide néphrogénique est causé par des
mutations dans le récepteur V2 de la vasopressine. Comme le récepteur V2 est présent sur le
chromosome X (Xq28), presque tous les patients sont des mâles, avec une incidence estimée
à I pour 152 000 naissances mâles Arthus et al., 2000). Cependant, en Nouvelle-Écosse et
au Nouveau-Brunswick, l’incidence est plus élevée, soit I pouf 17 000 naissances mâles
(Arthus et al., 2000) et voir même jusqu’à 24 pour 1000 dans certains villages (Bichet et al.,
1992), probablement de la même origine ancestrale puisque les gens affectés présentent la
même mutation, soit \X71X (aussi connu sous le nom de Hopeweil) (Bichet et al.,
1993;Holtzman et al., 1993). Dans plusieurs cas, les familles affectées présentent des
mutations différentes et jusqu’à maintenant, plus de 170 mutations différentes responsables
du diabète insipide néphrogénique ont été identifiées dans plus de 250 familles (Figure 13)
(http://www.medicine.mcgill.ca/nephros/). Cependant, dix de ces mutations semblent être
récurrentes (D85N, V88M, R113W, Y128S, R137H, S167L, R181C, R202C, A294P, et
S315R) puisqu’elles sont présentes dans 35 familles d’origine indépendante (Arthus et al.,
2000). La moitié de toutes les mutations répertoriées sont des mutations ponctuelles alors
que 11% sont des mutations non-sens et finalement 39/ des mutations sont des délétions
ou insertions. Ces mutations sont réparties à travers tout le récepteur; cependant, il semble y
avoir une concentration de mutations dans les domaines transmembranaires. Bien que la
majorité des mutations entraînent une perte complète de la fonction des récepteurs, dans
trois cas de mutations (D85N, G2O1D et P322S), le phénotype est partiel (Ala et al.,
199$;Sadeghi et al., 1997;Vargas-Poussou et al., 1997).
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Figure 13 : Représentation schématique du récepteur V2 de la vasopressine
Plusieurs mutations responsables du diabète insipide néphrogénique sont indiquées selon
leur type.
Toutes les mutations répertoriées entraînent différents effets fonctionnels au niveau
du récepteur tel que démontré lorsqu’exprimé dans un système d’expression hétérologue.
Environ 5% des mutations entraînent un problème au niveau de la cascade de signalisation,
soit la liaison avec la protéine G, environ 25% affectent la liaison entre le récepteur et la
vasopressine alors que plus de 70% de ces mutations entraînent un problème au niveau du
repliement de la protéine (Ala et al., 1998). Ce mauvais repliement empêche le récepteur de
passer le contrôle de qualité, ce qui entraîne une rétention à l’intérieur du réticulum
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endoplasmique. En tait, 53 récepteurs mutants ont été caractérisés dans un système
d’expression cellulaire et 38 d’entre-eux démontrent une rétention intracellulaire (Ala et al.,
1998;Bermer et al., 2004;Birnbaumer et al., 1994;Morello et ai, 2000;Oksche et al., 1996;Pan
et al., 1994;Postina et al., 2000;Rosenthal et ai, 1993;Schoneberg et al., 1996;Tsukagucbi et
al., 1995a;Tsukagucbi et al., 1995b;Wenkert et al., 1996;Yokovama et al., 1996). Cependant, le
pourcentage de 25% est probablement surestimé et celui de 70% sous-estimé puisque dans
certains cas, les récepteurs ont été classés comme ne pouvant lier la vasopressine alors que
l’expression à la surface n’avait pas été vérifiée. Alors, certains de ces récepteurs font peut-
être partie en réalité de la catégorie des récepteurs mal repliés. Une des mutations étudiées
dans cette thèse est la mutation R137H. Cette mutation, contrairement aux autres mutations
qui seront étudiées et qui présentent une rétention intracellulaire, entraîne une
désensibilisation constitutive du récepteur (Barak et al., 2001). En effet, il a été démontré que
ces récepteurs mutants sont constitutivement phosphorylés et interagissent avec la f3-
arrestine, ce qui entraîne la désensibilisation et l’internalisation du récepteur.
D’autre part, des souris transgéniques avec une mutation dans le récepteur V2
(G242X) ont été produites (Yun et al., 2000). Les mâles transgéniques démontrent une
incapacité à concentrer l’urine et meurent pendant la première semaine après leur naissance
due à une trop grande déshydratation. Tandis que les femelles hétérozygotes démontrent une
croissance normale mais avec une capacité réduite à concentrer l’urine. Ces résultats
confirment donc l’implication des mutations au niveau du gène du récepteur V2 de la
vasopressine dans le phénotype de diabète insipide néphrogénique.
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2.2.1 Mutations de I’aquaporine-2
Environ l0% des patients atteints du diabète insipide néphrogénique présentent des
mutations dans le gène de l’aquaporine-2. Ces patients, autant des hommes que des femmes,
peuvent être atteints puisque le gène de l’aquaporine-2 est sur le chromosome 12 (l2ql3)
(Sasaki et al., 1994). Le groupe de Deen a identifié les premières mutations dans le gène de
l’aquaporine-2 responsables du diabète insipide néphrogénique (Deen et ai, 1994) et à ce
jour, plus de 25 mutations dans ce gène ont été identifiées dans 25 familles (Morello and
Bjchet, 2001). Environ 65% sont des mutations ponctuelles alors que $% sont des mutations
non-sense et finalement 27% sont des délétions ou insertions
(http://www.medicine.mcgffl.ca/nephros/). Certaines mutations sont dominantes et
généralement localisées dans l’extrémité C-terminal. Tandis que les mutations récessives sont
réparties partout dans le gène (van Os and Deen, 199$). Comme dans le cas des récepteurs
V2, les aquaporines-2 mutantes sont souvent retenues dans le réticulum endoplasmique
probablement dû à un mauvais repliement de la protéine (Deen et al., 1995;Mulders et al.,
1997;Tamarappoo and Verkman, 199$).
Des souris exprimant l’aquaporine-2 portant la mutation T126M ont été générées et
elles sont sévèrement atteintes de diabète insipide néphrogénique Çï’ang et al., 2001). En fait,
ces souris meurent au 6’ jour après leur naissance dû à des problèmes de concentration de
l’urine. Il est possible qu’elles survivent plus de six jours si elles sont traitées avec une plus
grande quantité de fluides. Toutefois, l’administration d’un agoniste des récepteurs de la
vasopressine n’a aucun effet. Un phénotype aussi sévère supporte le rôle critique de
l’aquaporine-2 dans la fonction rénale chez les souris comparativement aux aquaporines-1, 3
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et 4 où des effets furent remarqués dans la concentration de l’urine sans toutefois entraîner la
mort (Ma et al., 1997;Ma et al., 1998;Ma et al., 2000). Ces résultats confirment l’importance
de l’aquaporine-2 dans le phénotype de diabète insipide néphrogénique.
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Chapitre 3
Récepteurs couplés aux protéines G
4$
Le récepteur V2 de la vasopressine, la protéine faisant l’objet de cette thèse, est un
récepteur couplé aux protéines G. Alors, la prochaine section traitera les généralités de cette
grande famiile de récepteurs.
Les récepteurs couplés aux protéines G représentent la plus grande famille de
récepteurs et environ 2% des protéines potentiellement codées par le génome humain
récemment séquencé (Venter et al., 2001). Ces récepteurs sont impliqués dans la régulation
de différents processus physiologiques, dont la neurotransmission, le métabolisme, la
sécrétion, la différentiation, l’immunité et la croissance, en réponse à des stimuli, tels des
ions, des amines, des peptides et même de grandes protéines (Dcvi, 2000). La liaison du
ligand spécifique au récepteur entraîne un changement de conformation qui conduit à
l’activation d’une protéine G trimérique (Figure 14). Cette protéine G va ensuite moduler
divers effecteurs, tels l’adénylate cyclase, la PLC (phospholipase C), la PLA (phospholipase
A), afin de mener par exemple à une modulation de la production d’AMP cyclique ou une
élévation de calcium dans le cytosol, qui provoquera une réponse cellulaire.
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Figure 14 t Représentation schématique d’un récepteur couplé aux protéines G
Les récepteurs couplés aux protéines G peuvent être activés par différents stimuli, tels la
lumière, le calcium, des odorants, de petites molécules ainsi que de grandes protéines, qui
provoquent un changement de conformation du récepteur. Ce changement de conformation
permettra l’activation de la protéine G, qui modulera différents effecteurs afin de permettre
une réponse cellulaire.
3.1 Topologie
La topologie des récepteurs couplés aux protéines G consiste en un corps
hydrophobe de sept passages transmembranaires formés d’hélices &. de grandeurs variables
avec une extrémité N-terminal extracellulaire et une extrémité C-terminal intracellulaire. Il
existe une multitude de liens hydrogène nécessaires à maintenir toute la structure compacte
en forme de baril perpendculaire à la membrane avec les passages transmembranaires dans le
sens anti-horaire. Les domaines transmembranaires sont constitués d’environ 20 à 25 acides
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aminés majoritairement hydrophobes. Cependant, les domaines transmembranaires 2, 3, 5 et
6 sont moins hydrophobes que les autres (1, 4 et 7) dus à la présence de quelques résidus
neutres ou ioniques. Les boucles intracellulaires et extracellulaires, quant à elles, sont
constituées d’environ 10 à 40 acides aminés majoritairement hydrophiles sauf pour la 3C
boucle intracellulaire qui peut atteindre jusqu’à 150 acides aminés. La structure des domaines
extracellulaires est très organisée et compacte, comprenant un pont disulfure très conservé
chez certains de ces récepteurs. Des sites pour la N-glycosylation se trouvent à l’extrémité N-
terminal tandis que des sites de painiltylation se trouvent à l’extrémité C-terminal afin de
réguler le transport du récepteur. Des sites pour la phosphorylation sont aussi présents dans
l’extrémité C-terminal et dans la 3 boucle intracellulaire afin de réguler la transduction du
signal.
Récemment, la première structure crystalline d’un récepteur couplé aux protéines G,
celle de la rhodopsine, fut déterminée par crystallograpbie aux rayons X (Figure 15)
(Palczewski et al., 2000). Comme prévu et présenté à la figure 15, la structure présente les
sept passages transmembranaires en hélices Œ liés ensemble dans le sens anti-horaire par
trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. De plus, il semble y avoir une
hélice alpha, presque parallèle à la membrane, qui serait importante pour l’interaction entre la
rhodopsine et la protéine G. Les boucles extracellulaires se replient autour de deux boucles
en épingle f3 afin de former un domaine très compact pour le contact avec le chromophore.
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CFigure 15 Structure tridimensionnelle de la rhodopsine
Les sept passages transmembranaires en hélices dans le sens anti-horaire sont reliés entre
eux par les boucles intracellulaires et extracellulaires et une $C hélice est aussi présente dans
l’extrémité C-terminal. A. vue parallèle au plan de la membrane B. vue du côté
cytoplasmique C. vue du côté extracellulaire (Palczewski et al., 2000).
Compte tenu de leur structure, les récepteurs couplés aux protéines G ont été classés
en trois grandes familles (Figure 16) (Frobst et al., 1992;Strader et al., 1995;Ulloa-Aguirre et
al., 1999). Tout d’abord, la première famille, dont la rhodopsine et les récepteurs
adrénergiques sont des membres prototypiques, est la famille la plus étudiée. La majorité des
récepteurs couplés aux protéines G, dont le récepteur V2 de la vasopressine, font partie de
cette famille. Ces récepteurs peuvent être activés par une multitude de stimuli incluant les
photons, les odeurs, des hormones et des neurotransmetteurs. Etant donné la grande
52
B
diversité de ligands, la longueur de l’extrémité N-terminal présente une grande variabilité.
Cette famille partage plusieurs caractéristiques structurales. Dans la et 2 boucles
extracellulaires, deux cystéines sont très conservées, permettant la formation d’un pont
disulffire qui est responsable de la stabilité de la protéine. Suite au 3C passage
transmembranaire, un triplet d’acides aminés très conservé (DRY) semble être impliqué dans
l’interaction avec la protéine G. De plus, dans l’extrémité C-terminal, il y a un site de
palmitylation très conservé. D’autre part, deux autres résidus, l’acide aspartique dans le 2e
passage transmembranaire et l’asparagine dans le 7C passage transmembraire, sont très
conservés. Ces deux résidus semblent être essentiels pour garder les passages
transmembraires 2 et 7 près l’un de l’autre afin de permettre le changement de conformation
lors de l’activation du récepteur qui est nécessaire à l’activation de la protéine G.
Ensuite, la deuxième famille, dont les récepteurs de la sécrédne et VIP (vasointesdnal
peptide), lie plusieurs neuropepddes et hormones avec l’extrémité N-terminal. Cette famille
conserve le pont disulfure entre la 1 et 2C boucles extracellulaires de la famille I et possède
une très longue extrémité N-terminal contenant au moins six cystéines très conservées qui
sont impliquées dans la liaison du ligand.
Finalement, la troisième famille, comprenant les récepteurs métabotropiques du
glutamate, lie le glutamate, le plus important neurotransmetteur excitateur dans le système
nerveux central. Les récepteurs de cette famille possèdent eux aussi une très longue
extrémité N-terminal en forme de «Venus flytrap» pour la liaison du ligand mais une
extrémité C-terminal très variable.
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Fïgure 16: Familles de récepteurs couplés aux protéines G
Les récepteurs couplés aux protéines G ont été classés en trois grandes familles selon la
similitude de leur structure (Probst et al., 1992).
Plusieurs études biochimiques démontrent bien que les récepteurs couplés aux
protéines G existent sous forme homodimérique ou hétérodimérique Angers et al.,
2002;Salahpour et al., 2000;Terrillon and Bouvier, 2004). De plus, il fut démontré par des
expériences de microscopie de force atomique que la rhodopsin serait sous forme dimérique
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dans son arrangement naturel dans la membrane (Fotiadis et al., 2003). La dimérisation, qui
se produit très tôt après la biosynthèse, semble importante à plusieurs étapes de la vie de
certains récepteurs couplés aux protéines G, telles l’ontogénie, la liaison du ligand, la
diversité pharmacologique, la transduction du signal et l’internahsation (Figure 17) (Terrillon
and Bouvier, 2004).
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Figure 17 Rôle de la dimérisation dans la vie d’un récepteur couplé aux protéines G
La dimérisation semble être importante à différentes étapes de la vie de certains récepteurs
couplés aux protéines G, tels l’ontogénie (1), la liaison du ligand (2), la diversité
pharmacologique (3), la transduction du signal (4) et l’internalisation (5) (Ierrfflon and
Bouvier, 2004).
3.2 Activation
Les récepteurs couplés aux protéines G semblent exister sous plusieurs formes
variant entre la forme complètement inactive R et la forme complètement active R* (Figure
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18) (Kenakin, 1996;Leff l995Lefkowitz et aL, 1993;Seifert and Wenzel-Seifert, 2002). Tel
que démontré à la figure 18, les ligands permettent une modulation entre les différentes
formes (Seifert and Wenzel-Seifert, 2002). Les agonistes complets permettent d’induire la
forme R* alors que les agonistes partiels ne favorisent pas complètement cette forme R*. Les
agonistes inverses complets, quant à eux, vont fortement stabiliser la forme R tandis qu’un
agoniste inverse partiel est moins efficace à stabiliser la forme R. Les antagonistes neutres
n’affectent pas l’état d’activation mais ils empêchent seulement la liaison d’un autre ligand.
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Figure 18 : Différents états d’activation en fonction du type de ligand (Kenakin, 1996).
Plusieurs formes du récepteur existent entre la forme R et R* et la nature du ligand (agoniste,
antagoniste ou agoniste inverse / partiel ou complet) qui lie le récepteur va changer
l’équilibre. Selon la forme du récepteur favorisée, l’effet sur les effecteurs sera différente tel
que démontré en B.
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Deux hypothèses ont été suggérées afin d’expliquer le changement d’équilibre. La
première hypothèse suggérée est que la liaison du ligand change la conformation du
récepteur, en R* par exemple dans le cas d’un agoniste. La deuxième hypothèse proposée est
que la liaison du ligand stabilise la forme qu’il lie. Il est aussi très probable que ce soit une
contribution des deux hypothèses. L’isomérisation R en R* d’un récepteur peut aussi se
produire spontanément, soit en l’absence du ligand, entraînant une petite activité constitutive
à différents niveaux selon le récepteur. Des mutations peuvent aussi entraîner une activité
constitutive du récepteur, alors le récepteur est considéré comme constitutivement actif et
peut entraîner certaines pathologies (Parnot et al., 2002;Seifert and Wenzel-Seifert, 2002).
Rhodopsin
Figure 19 : Structure tridimensionnelle de la protéine G sous la rhodopsine (Hamm, 2001).
Structure tridimensionnelle des trois sous-unités de la protéine G et leur position par rapport
au récepteur selon les prédictions basées sur leur séquence.
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Lors de l’activation des récepteurs par l’agoniste, la forme R* est donc favorisée par
un changement de conformation du récepteur, soit la rotation du 3e domaine
transmembranaire par rapport au 6C domaine transmembranaire (Bockaert and Pin,
1999;Gether et al., 1997b;Seifert and Wenzel-Seifert, 2002;Sheildi et al., 1999). Les boucles
intracellulaires permettent la formation du domaine de liaison pour la protéine G tel
qu’illustré à la figure 19 (Hamm, 2001;Schoneberg et al., 1999;Strange, 1999;Wess, 1997).
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Figure 20 : Diversité des voies d’activation des protéines G Neves et al., 2002).
Les protéines G sont des GTPases hétérotrimériques, comprenant une sous-unité Œ,
une f3 et une y; il existe 21 sous-unités Œ, 5 sous-unités f3 et 12 sous-unités y. Les familles de
protéines G sont divisées en fonction de la nature de la sous-unité a, soit la famille Gu
Ga10, GŒ q,’1! et GŒ12713. Elles modulent différents effecteurs, qui seront discutés à la fin de
cette section, entraînant une grande diversité de signaux tel que démontré à la figure 20
(Neyes et al., 2002). Les sous-unités Gf3y, qui sont très fortement liées entre elles par des
liens hydrophobes, peuvent aussi moduler des effecteurs (Ulloa-Aguirre et al., 1999).
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Suite à l’activation du récepteur par le ligand, la forme R* permet l’accès de la
protéine G aux 2 et 3 boucles cytoplasmiques ainsi que la queue C-terminal. Cette liaison
activera la protéine G en causant le relâchement du GDP de la sous-unités GŒ (Ernst et al.,
2000;Franke et al., 1990;Marin et al., 2000). Alors le GTP liera la protéine GŒ et comme il a
été proposé que le complexe Ga-GTP ait une affinité moindre pour les sous-unités Gfry et le
récepteur, il y aurait dissociation des sous-unités Œ et fry. Les différentes sous-unités de la
protéine G pourront à leur tour activer différents effecteurs (Hamm, 2001). Il semble que
les sous-unités fry aussi interagissent directement avec le récepteur, probablement avec la
queue C-terminal (Ernst et al., 2000;I<Ïsselev et al., 1994;Marin et al., 2000;Taylor et al.,
1996;Yasuda et al., 1996).
Les protéines G activées par un récepteur donné moduleront différents effecteurs
(Figure 21) (Ulloa-Aguirre et al., 1999). Dans le cas des protéines Gus, la voie de l’adénylate
cyclase est stimulée et permet la transformation de l’ATP en AMP cyclique. Par la suite, cet
AMP cyclique permet l’activation de la PKA qui est une kinase impliquée dans diverses
réponses cellulaires. Dans le cas des protéines GŒ,, cette cascade de signalisation est inhibée.
D’autre part, l’activation des protéines GŒq stimule la PLC, permettant la transformation de
PIP2 (phosphoinositol 4,5-bisphosphate) en DAG (diacylglycerol) et 1P3 (inositol 1,4,5-
trisphosphate). Par la suite, ces effecteurs permettent l’augmentation du taux de calcium dans
le cytosol et l’activation de la PKC (protéine kinase C). Les protéines GŒ12113, pour leur part,
activent de la PLA2. Les sous-unités fry permettent aussi l’activation de certains effecteurs,
tels la PLA, la PLC, l’adénylate cyclase, les canaux ioniques, les GRK et la kinase c-Src (Jan
andJan, 1997;Schneider et al., 1997;Ulloa-Aguirre et al., 1999).
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Figure 21 : Voies de signalisation suite à l’activation des protéines GŒ, Gu ou
Les protéines Ga5 activent l’adénylate cyclase permettant une production d’AMP cyclique et
l’activation de la PKA tandis que les protéines GŒ, inhibent cette voie. Les protéines GŒq
stimulent la PLC permettant la transformation de PIP2 en DAG et 1P3 afin de permettre
l’augmentation du taux de calcium et l’activation de la PKC (Ulloa-Aguirre et al., 1999).
3.2.1 MAPK
Divers agents mitogéniques, tels la thrombine, la LPA (lysophosphatidic acid), la
bombésine, la vasopressine, la bradykinine, la substance K, l’acétylcholine, l’angiotensine II
et bien d’autres, permettent l’activation des I\’IAPK en liant leur récepteur respectif (Gutkind,
1998). En effet, plusieurs voies distinctes d’activation des MAPK (mitogen-activated protein
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kinase) en réponse aux récepteurs couplés aux protéines G ont été démontrées (Figure 22)
(Marinissen and Gutitind, 2001).
CPCR
C
li
CP G)
GIP
RTK GPCR
GDP
Figure 22 : Activation des MAPK par les récepteurs couplés aux protéines G
Différentes voies d’activation des MAPK suite à l’activation des effecteurs classiques des
protéines G, tels la PLC, l’adénvlate cvclase ou la PI3K, ainsi que suite à une transactivation
des récepteurs tyrosine kinase (Marinissen and Gutkind, 2001).
L’activation des MAPK est très hétérogène entre les différents récepteurs et les
différentes lignées cellulaires et même à l’intérieur d’une même lignée cellulaire pour un
même récepteur, différentes voies peuvent être utilisées Wetzker and Bohmer, 2003). Ces
différentes voies peuvent être classées en trois catégories : suite à l’activation des effecteurs
classiques des protéines G, suite à une interaction avec la -arrestine et suite à une
transactivation avec les récepteurs tyrosine kinase.
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3.2.1.1 Effecteurs classiques des protéines G
Les MAPK peuvent être activées suite à l’activation des protéines G par les kinases
dépendantes des seconds messagers, tels la PKA, la PKC, et par le calcium intracellulaire
(Figure 23) Wetzker and Bohmer, 2003). Ces kinases et le calcium vont généralement agir à
différents endroits dans la cascade classique menant à l’activation des ERK, soit c-Scr —>
Shc/Gbr2/Sosl —* Ras —* Raf-1 ou B-Raf —> MEKs —* ERKs. c-Src est un intermédiaire
dans plusieurs voies d’activation des ERKs (extracellular signal-regulated kinase)
dépendantes (Daaka et al., 1997) ou non (Seta et al., 2002) de la protéine G.
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Figure 23 : Activation des MAPK directement par un récepteur couplé aux protéines G
Wetzker and Bohmer, 2003).
Les kinases dépendantes des seconds messagers, tels la PKA, la PKC, et le calcium
intracellulaire peuvent activer directement la cascade des MAPK à différentes étapes.
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3.2.1.2 f-arrestine
La -arrestine fut longtemps perçue comme étant uniquement une protéine
permettant la terminaison du signal des récepteurs couplés aux protéines G suite à leur
activation. En effet, lors de la liaison de la -arrestine au récepteur, il y a découplage du
récepteur avec la protéine G empêchant celui-ci de signaliser à nouveau, phénomène connu
sous le terme désensibilisation (qui sera décrit plus en détail à la section 3.3). Une des
premières évidences que la -arrestine pourrait être impliquée dans la signalisation cellulaire
provient d’études démontrant que le recrutement de c-Src par la -arrestine mène à
l’activation de la cascade ERK. Maintenant, la -arrcstine est perçue comme une protéine
d’échafaudage permettant la bonne localisation, la spécificité et la proximité des différentes
composantes d’une cascade menant à l’activation des MAPK (figure 24) (Defea et al.,
2000b;Luttrell et al., 2001 ;Luttrell and Lefkowitz, 2002;McDonald et al., 2000;Shenoy and
Lefkowitz, 2003a;Tohgo et al., 2002;Tohgo et al., 2003).
Figure 24 : Activation des MAPK par la f3-arrestine
La -arrestine agit comme protéine d’échafaudage permettant le rassemblement des
différentes composantes nécessaires à l’activation des MAPK (Luttreil et al., 2001).
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3.2.1.3 Transactivation par les récepteurs tyrosine kinase
Plusieurs évidences proposent que certaines voies de signalisation des récepteurs
couplés aux protéines G pour activer les ERK convergent avec celles des récepteurs tyrosine
kinase (Figure 25) Wetzker and Bohmer, 2003). En effet, ces deux voies nécessitent la
phosphorylation des tyrosines de Shc et l’activation de la GTPase Ras, soit par
phosphorylation des complexes en aval des récepteurs tyrosine kinase ou en phosphorylant
directement ces récepteurs, tels le récepteur de l’EGF (epidermal growth factor) ou du
PDGF (platelet-derived growth factor). Ce phénomène est maintenant connu en tant que la
transactivation des récepteurs tyrosine kinase par les récepteurs couplés aux protéines G.
Cependant, il existe plusieurs voies possibles de cette transactivation.
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Figure 25 : Activation des MAPK par les récepteurs couplés aux protéines G
La première voie démontre la transactivadon du récepteur tyrosine kinase suite à l’activation
du récepteur couplé aux protéines G alors que la deuxième voie démontre l’activation des
IVLAPK directement par des kinases activées par la stimulation des protéines G (Wetzker and
Bohmer, 2003).
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Dans certains cas, la transactivation est médiée par les sous-unités fry de la protéine
G ou la -arrestine (Figure 26) (Crespo et al., 1994;Gutkind, Ï998;Lopez-Ilasaca et al.,
1997;Luttrell et al., 1997;Luttrell et al., 1999;Maudsley et al., 2000). Il fut même démontré
que les récepteurs couplés aux protéines G peuvent former un complexe avec les récepteurs
tyrosine kinase et les composantes de la cascade menant à l’activation des ERK (Luttreil et
al., 1997). Effectivement, les récepteurs f37-adrénergiques peuvent former un complexe avec
le récepteur de l’EGF (Maudsley et al., 2000) alors que les récepteurs de la LPA peuvent
former un complexe avec le PDGFR (Herrlich et al., 1998).
C’CH U QhBEC
.---1I-—-\
IPv—.
\ /
(F
1 A 3
Sc / \
- 2
y
LRK7APK
Figure 26 Activation des MAPK par les récepteurs couplés aux protéines G
La stimulation du récepteur couplé aux protéines G entraîne l’activation d’une
métalloprotéinase qui clivera le ligand du récepteur tvrosine kinase afin que ce ligand puisse
activer son récepteur Wetzker and Bohmer, 2003).
Certains ligands des récepteurs tyrosine kinase sont déjà à proximité du récepteur en
tant que pro-ligands transmembranaires et suite à une coupure par une métalloprotéinase
(probablement de la famille ADAIVI (Schlondorff and Blobel, 1999)), le ligand actif est
relâché et peut activer son récepteur. Parfois, les récepteurs couplés aux protéines G peuvent
amener au relâchement d’un ligand en activant une métalloprotéinase (Pierce et al.,
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2001;Prenzel et al., 1999). Effectivement, les récepteurs de la thrombine, de la bombésine, de
l’endothéline et de la LPA permettent le relâchement d’un ligand du récepteur de l’EGF,
HB-EGF (heparine binding EGF) (Prenzel et al., 1999).
3.3 Désensibilisation
La stimulation prolongée et continue d’un récepteur par un agoniste entraîne la
désensibilisation de ce récepteur afin de protéger la cellule contre une stimulation excessive.
La désensibifisation se produit très rapidement, dans les secondes ou minutes après
l’exposition à l’agoniste, et implique la phosphoryladon du récepteur dans les boucles
intracellulaires et l’extrémité C-terminal par des kinases GRK ou des kinases activées par des
seconds messagers, tels la ?KA et la PKC. La liaison de l’agoniste et la phosphoryladon du
récepteur provoquent le recrutement d’une protéine soluble, l’arrestine, qui entraîne le
découplage du récepteur et de la protéine G.
3.3.1 Kinases activées par des seconds messagers
La production de seconds messagers par un récepteur stimulé entraîne l’activation de
protéines kinases, tels la PKA et la PKC, qui permettent la phosphorylation de sérines et
thréonines dans l’extréminté C-terminal et dans la 3’ boucle intracellulaire. La
phosphorylation de ces sites est suffisante pour désensibiliser le récepteur (Benovic et al.,
1985). Ce processus peut se produire par l’activation d’un autre récepteur, dans ce cas, la
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désensibilisadon est hétérologue (Lefkowitz, 1993). De plus, la 3-arresdne n’est pas
nécessaire pour ce processus.
3.3.2 GRK
Il existe sept gènes pour les GRK (Premont et al., 1995;Sterne-Marr and Benovic,
1995). Les GRKI (rhodopsine kinase) et GRTK7 sont des kinases rédnales (Weiss et al., 1998)
alors que les GRK2-6 sont plus largement distribuées. Le ciblage des GRK à la membrane
est très critique pour leur fonction et relève de l’extrémité C-terminal (Stoffel, III et al.,
1997). Les GRK1 et GRK7 possèdent un motif CAAX permettant leur farnésyladon tandis
que les Gffl4 et GRK6 sont palmitylées et elles sont toutes consdtudvement à la
membrane. Les GRK2 et GRK3 quant à elles possèdent un site de liaison pour les sous-
unités fry de la protéine G qui permet un recrutement dynamique à la membrane (Kozasa,
2004). Le ciblage de GRK5 semble impliquer des interactions électrostatiques entre un
domaine très basique de 46 résidus avec les phospholipides de la membrane.
Les GRK permettent la phosphoryladon de sérines et thréonines situées dans la 3C
boucle intracellulaire ou l’extrémité C-terminal du récepteur activé par son ligand. Cette
phosphoryladon du récepteur par les GRK n’est pas suffisante pour la désensibifisadon mais
permet de recruter avec une haute affinité la -arresdne, qui elle, entraîne la désensibifisadon
(Bouvier et al., 1988;Ferguson et al., 1995;Gurevich et al., 1995;I-lausdorff et al., 1989;Lohse
et al., 1990).
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3.3.3 Arrestine
Il existe quatre arrestines mammifères, dont deux sont spécifiques à la voie de la
phototransduction et ne font pas Ï’obet de cette thèse, l’arrestine-l et -4, et les deux autres
sont ubiquitaires, soit l’arrestine-2 (f3-arrestine-1) et l’arrestine-3 (f3-arrestine-2) (Sterne-Marr
and Benovic, 1995). La structure crystaffine de l’arrestine visuelle révéla que les arrestines
possèdent deux grands domaines, le domaine N (résidus 1-180) et le domaine C (résidus
188-362) (Figure 27) (Granzin et al., 1998;Gurevich and Gurevich, 2004). Dans la région de
liaison entre les deux domaines, il y a le centre polaire qui permet la détection des
phosphates sur le récepteur. À l’état basal, le domaine C de l’arrestine interagit avec le centre
polaire afin de maintenir l’arrestine inactive. La liaison du récepteur phosphorylé avec ce
centre polaire entraîne la perturbation de l’interaction avec le domaine C et permet à
l’arrestine de lier le récepteur avec une haute affinité.
(b)(a)
Figure 27 Activation de l’arrestine provoquant l’ouverture des domaines N et C
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La Ç3-arrestine à l’état basal est inactive et le domaine C (jaune) est refermé sur le centre
polaire (bleu foncé) (a). La -arrestine en liaison avec le récepteur va permettre l’ouverture
du domaine C (b) (Gurevich and Gurevich, 2004).
À l’état basal, la f3-arrestine est cvtosolique. Lors de l’activation du récepteur par le
ligand et la phosphorylation du récepteur par les GRIÇ elle est recrutée au récepteur (Barak
et al., 1997;Oaldey et al., 1999;Oakley et al., 2000). Une fois à la membrane, la -arrestine
amènera le récepteur à un puit de clatbrine (Scott et al., 2002) en liant directement la
clathrine (Goodman et aI., 1996). Les résidues 371-379 de la 13-arresdne-2, les plus critiques
étant les résidues hydrophobes L373, 1374 et F376 et les résidues acides E375 et E377
(Krupnick et al., 1997a), lie la région comprenant les résidues 89-100 de la clathrine, les plus
critiques étant les résidues E89, K96 et K98 (Goodman, Jr. et al., 1997). L’inhibition de
l’interaction de la f3-arrestine avec la clathrine empêche l’internahsation (Krupnick et al.,
1997b). La f3-arrestine lie aussi une protéine adaptatrice de la clathrine, AP-2 (adaptor
protein-2) (Laporte et al., 1999). La protéine AP-2 lie les résidues R394 et R396 de la I
arrestine-2 dans la région carboxy terminal après le site de liaison pour la clathrine et cette
interaction est indépendente de la liaison -arrestine/clathrine (Laporte et al., 2000). La f3-
arrestine lie d’abord la protéine AP-2 afin de permettre le ciblage aux puits de clathrines
(Claing et al., 2002) qui sont déjà formés (Scott et al., 2002) (Figure 28).
Les f3-arrestine-1 et f3-arrestine-2 sont homologues et sont identiques à 78%
(Attramadal et al., 1992). Cependant, leurs affinités pour chaque récepteur varient, ce qui
permis de classifier les récepteurs en deux classes (Oaldey et al., 2000;Zhang et al., 1999). Les
récepteurs de la classe A, incluant les récepteurs f32-adrénergique, p-opioid, endothéline A,
dopamine de type 1 et Œ11-adrénergique, démontrent une plus grande affinité pour la f3-
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arrestine-2 que pour la -arrestine-1. De plus, ces récepteurs interagissent de façon
transitoire avec la f3-arrestine ce qui va permettre leur recyclage à la membrane en quelques
minutes (Figure 2$) (Shenoy and Lefkowitz, 2003a). Les récepteurs de la classe B, incluant
les récepteurs V2 de la vasopressine, angiotensine de type 1, neurokinine de type 1,
neurotensine et hormone de libération de la TSH (thyroid stimulating hormone), quant à
eux, possèdent sensiblement la même haute affinité pour la f3-arrestine-2 et la -arrestine-1.
De plus, ces récepteurs restent en interaction avec la -arrestine pour plusieurs heures dans
les endosomes avant d’être ciblés pour la dégradation ou lentement recyclés (Figure 28)
(Shenoy and Lefkowitz, 2003a). Le paramètre majeur qui détermine à quelle classe le
récepteur appartiendra est la présence de plusieurs sites de phosphorylation dans l’extrémité
C-terminal (Oakley et al., 2001). En effet, les récepteurs qui présentent plusieurs sites de
phosphorylation dans leur extrémité C-terminal, comme le récepteur V2 de la vasopressine,
restent en association plus longtemps avec la -arrestine dans les endosomes et
appartiennent donc à la classe B. De plus, il fut démontré que l’échange de l’extrémité C
terminal d’un récepteur de classe A, le récepteur 2-adrénergique, avec un récepteur de
classe B, le récepteur V2 de la vasopressine, permet de changer le sort du récepteur une fois
internalisé (Oaldey et al., 1999). Alors suite à ce changement, les récepteurs V2 mutants de la
vasopressine sont recyclés alors que les récepteurs f32-adrénergiques mutants restent en
association avec la f3-arresdne dans les endosomes.
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Figure 28 : Internalisation des récepteurs de la classe A versus la classe B
Une fois activés, les récepteurs sont phosphorylés par les GRK et recrutent la -arresdne
pour finalement être ciblés aux puits de clatbrines et être internalisés. Une fois internalisés,
les récepteurs de classe A se dissocient de la -arrestine, sont déphosphorylés et recyclés à la
membrane. Les récepteurs de classe B, quant à eux, restent en association pendant plusieurs
heures avec la -arrestine une fois internalisés et seront éventuellement dégradés par le
lysosome ou lentement recyclés (Shenoy and Lefkowitz, 2003a).
Les fonctions endocytotiques de la -arrestine-1 semblent être régulés par sa
pbospboryladon. En effet, à l’état basal dans le cytosol, la sérine 412 de la f3-arrestine-1 est
phosphorylée (Lin et al., 1997). Suite à sa translocation à la membrane, la f3-arresdne-1 est
rapidement déphosphorylée. De plus, un mutant de la -arrestine mimant la phosphorylation
(5412D) peut lier le récepteur 2-adrénergiques et le désensibiliser mais lie très faiblement la
clathrine inhibant l’endocytose. Comme les kinases responsables de la phosphoryladon de la
-arresdne sont les ERKI-2 (Lin et aL, 1999) et que la f3-arresdne est une molécule
d’échaffaudage pour les ERKs (Defea et aL, 2000a;Defea et aL, 2000b;Luttrell et al., 2001), il
a été proposé que la phosphoryladon de la -arrestine pourrait être un mécanisme de rétro-
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inbidon pour la fonction des ERKs. La -arrestine-2 peut aussi être phosphorylée sur la
thréonine 383 et la sérine 361 par la caséine kinase II (Kim et aL, 2002;Lin et al., 2002). Tout
comme la -arresdne-1, la phosphoryladon/déphosphorylation semble être importante pour
sa fonction dans l’endocytose, plus particulièrement l’interaction avec la clathrine, tel que
démontré pour le récepteur 32-adrénergique (Lin et al., 2002).
La f3-arrestine présente aussi des modifications post-traducdonnelles qui permettent
de réguler ses fonctions endocytotiques. Par exemple, il fut démontré que la -arresdne-2 et
le récepteur 2-adrénergiques sont rapidement ubiquitinés en réponse à l’agoniste (Shenoy et
al., 2001). L’ubiquidnadon de la f3-arresdne-2 est dépendante de la E3 ligase Mdm2 (mutine
double minute clone 2) qui lie directement la -arrestine tandis que l’ubiquitination du
récepteur se fait par une autre ligase encore inconnue. L’ubiquitination de la -arrestine est
nécessaire à l’internahsation du récepteur alors que l’ubiquitination du récepteur est requise
pour sa dégradation mais pas pour son internalisation. De plus, la -arresdne est rapidement
déubiquitinée suite à la dissociation du récepteur, dont le temps varie selon la classe du
récepteur (classe A : rapide; classe B plusieurs heures) (Shenoy and Lefkowitz, 2003b).
D’autres récepteurs couplés aux protéines G peuvent aussi être ubiquitinées suite à
leur activation par le ligand (Wojcikiewicz, 2004). Dans ces cas, l’ubiquitination contrôle le
triage du récepteur endocytosé vers le lysosome ou le protéasome afin d’être dégradé
(Marchese and Benovic, 2001;Martin et al., 2003;Shenoy et al., 2001).
72
3.4 Internalisation
Comme mentionné plus tôt, suite au recrutement de la f3-arresdne au récepteur, le
récepteur est internalisé. Ce processus s’effectue grâce à plusieurs protéines accessoires
(Figure 28), par exemple, AP-2 et la clathrine tel que décrit précédemment ainsi que la
dynamine. La dynamine est une grande GTPase qui permet le détachement de la vésicule de
la membrane. La dynamine est recrutée au récepteur grâce à la protéine amphiphysine qui
permet la liaison de la dynamine avec la clathrine et AP-2 (McMahon et al., 1997;Ramjaun
and McPherson, 1998;Slepnev et al., 1998;Wang et al., 1995). La fission se produit grâce à
l’oligomérisation de la dynamine, entraînant une augmentation de l’hydrolyse du GTP
QWarnock et al., 1996) et l’étirement du point d’attachement de la vésicule jusqu’à la
déstabilisation de la membrane et le détachement (Stoweil et ai., 1999).
Une fois internalisés, les récepteurs sont amenés dans les vésicules endocytiques afin
d’être soit déphosphorylés pour permettre leur recyclage ou ciblés pour la dégradation
(Figure 28). Comme décrit précédemment, le niveau de phosphorylation du récepteur dictant
la stabilité de l’intraction avec la -arrestine joue un grand rôle dans le sort du récepteur une
fois dans les vésicules endocytotiques mais d’autres mécanismes sont aussi impliqués, telle
l’ubiquitination de la -arrestine ou du récepteur. De plus, certains motifs dans l’extrémité C-
terminai ont été identifiés pour plusieurs récepteurs couplés aux protéines G comme
important dans l’endocytose puisqu’ils vont interagir avec GASP, une protéine permettant le
triage suite à l’endocytose (Heydorn et al., 2004;Simonin et al., 2004;Wbistler et al., 2002).
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Afin de permettre au récepteur d’être recyclé à la membrane, le récepteur doit être
déphosphorylé et dissocié de l’agoniste. Par exemple, le récepteur 2-adrénergique internalise
dans les vésicules endocytotiques très acides (Krueger et al., 1997) et enrichis en phosphatase
PP2A (Pitcher et al., 1995) afin de favoriser la déphosphorylation. La -arrestine semble
aussi être impliquée dans le processus de recyclage des récepteurs à la membrane. En effet,
en l’absence de la f3-arrestine, le reclyclage de certains récepteurs semble défectueux et
l’explication la plus plausible serait la nécessité de la f3-arrestine dans le recrutement de
protéines adaptatrices, phosphatases et autres molécules nécessaires au recyclage (Vines et
al., 2003).
Les récepteurs couplés aux protéines G peuvent aussi être internalisé par une voie
alternative (Claing et al., 2002), par exemple, les récepteurs de l’endothéline B (Claing et al.,
2000), VIP1 (Claing et al., 2000), cholecystokinine (Roettger et al., 1995) et bien d’autres. En
effet, plusieurs récepteurs se situent dans des zones de la membrane riche en cholestérol,
connues sous le nom de caveolae. Ces régions contiennent aussi des protéines impliquées
dans la formation de vésicules de clathrine. Le mécanisme qui permet le bourgeonnement et
l’internalisation de la vésicule n’est pas bien connu à part la nécessité de la dynamine et la
présence de cholestérol dans la membrane.
Il semble y avoir aussi une autre voie d’internaiisation mais cette fois indépendante
de la -arresdne et de la dynamine. Par exemple, les récepteurs M2 muscarinique,
bradykinine de type 2 et du peptide N-formyl peuvent internalisés en présence de dominants
négatifs de la -arrestine et de la dynamine (Claing et al., 2000;Gilbert et al., 2001;Lamb et
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al., 2001;Mundell and Benovic, 2000;Pals-Rylaarsdam et al., 1997;Vogler et al., 1999).
Cependant, le mécanisme exact par lequel ces récepteurs internalisent demeure inconnu.
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Chapitre 4
Chaperons pharmacologiques
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Au cours de ma thèse, j’ai eu l’opportunité d’écrire 2 articles de revue portant sur les
chaperons pharmacologiques. Ces deux revues feront l’objet de mon 4 chapitre
d’introduction.
La première revue traite les chaperons pharmacologiques en général. Cette revue
retrace l’historique de la découverte des chaperons pharmacologiques. En autres, les effets
originaux qui ont amenés à cette découverte, tels la température et les chaperons chinques,
sont revus. Plusieurs exemples de protéines mutantes pour lesquelles des chaperons
pharmacologiques ont été testés sont aussi discutés.
La deuxième revue porte plus particulièrement sur les récepteurs couplés aux
protéines G. La récupération fonctionnelle de récepteurs couplés aux protéines G mutants,
tels le récepteur V2 de la vasopressine, la rhodopsine et le récepteur GNRH (gonadotropin
releasing hormone), à l’aide de chaperons pharmacologiques est discutée en détails. De plus,
dans cette revue, l’effet des chaperons pharmacologiques sur les protéines de type sauvage
mais présentant une mauvaise maturation est aussi traité. Finalement, cette revue discute un
peu du mécanisme d’action possible des chaperons pharmacologiques.
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Pharmacological chaperones: potential
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Increasing numbers of inherited diseases are found to
resuit from mutations that Iead to mistolded proteins.
In many cases, the changes in conformation are rela
tively modest and the function of the protein would flot
be predicted to be affected. Yet, these proteins are
recognized as ‘misfolded’ and degraded prematurely.
Recently, small molecules known as chemical and phar
macological chaperones were found to stabilize such
mutant proteins and facilitate their trafiicking to their
site of action. Here, we review the recent published evi
dence suggesting that pharmacological chaperones
represent promising avenues for the treatment of endo
cnne and metabolic diseases such as hyperinsulinemic
hypoglycemia, hypogonadotropic hypogonadism and
nephrogenic diabetes insipidus, and might become a
general therapeutic stategy for the treatment of confor
mational diseases.
Conformational diseases are inherited pathologies resultmg
from mutations that, although not directly affecting the
functional domain of protems, interfere with their proper
trafficking [1,2]. These mutations could lead to either the
accumulation ofaggregated forms ofthe protein that become
toxic for the ceIl [3] or te protems that are recognized as
improperly folded and prematurely cleared by the quality
control systems [4]. Anincreasingnumber cfstudies indicate
that low molecular weight compounds can irihibit aggrega
lion andlor enable the mutant proteins to escape the quality
control systems so that their function can be rescued. These
small molecules were named chemical chaperones and it is
thought that they non-selectively stabiize the mutant
proteins and faci]itate their foldmg [51. More recently,
compounds such as receptor ligands or enzyme inhibitors,
which selectively recogrnze the mutant proteins, were also
found to rescue conformational mutants and were termed
pharmacological chaperones [6—8]. Increasing evidence
suggests that the action of pharmacological chaperones
could be generalized to a large number ofmisfolded proteins,
thus representing promising therapeulic avenues for the
treatment of conformational diseases. Here, we review this
evidence with a special emphasis on mutations responsible
for endocrine and metabolic diseases.
Corresponding ouihor: .i Bouvier tmichc1.bouvieriumontrea1.ca).
Avouable online 4 June 2004
Protein quality control systems
Numerous quality control mechanisms have evolved to
protect living organisms against aberrant cellular activity.
These systems are present to ensure that only completely
and correctly folded proteins can reach their site of action.
They require the participation of numerous accessory
proteins known as molecular chaperones that, in addition
to assisting protein folding, sense various ‘folding markers’
[9]. Proteins that are recognized as improperly or
incompletely folded are generally targeted for degradation
through the proteasome pathway.
Although highly efficient in most cases, these quality
control systems are imperfect. In some cases, misfolded
proteins, probably as a result of an alternative stable
folding intermediate, can escape the degradation pathway
and accumulate as aggregates, leading to the formation of
fibrilar deposits known as amyloids [10]. In other cases,
proteins harboring modest mutations not compromising
their fimctional integrity may ho recognized as misfolded,
leading to thefr unnecessary degradation and resulting in
a loss cf fonction phenotype. These two types of quality
control defect have been linked te the etiology of an
increasing list of congenital and acquired conformational
diseases. In parallel, efforts to overcome these defects have
led to the development of various interventions that
successfully rescue proteins front both misfoldinglaggre
gation and misfolding/degradation pathways.
Manipulating the quality control systems
The first evidence suggesting that the protein quality
contiol systems could be manipulated came from studies
carried out with the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR). Mutations ofthis chloride
channel cause cystic fibrosis, a disease charactenzed by
the inabiitv of epithelial ceils to secrete chloride, which
leads te the production of thick and viscous mucus that
causes severe functional obstruction of lungs and pan
creas. One of these mutations, a deletion cf a single
phenylalanine in the third infracellular loop ofthe channel
(AF508), is found in >90% 0f affected patients, and leads to
channels that are recognized as misfolded, retained in the
endoplasmic reticulum (ER) and rapidly degraded by
the ubiquitin-dependent proteasomal system [111. Early
studies revealed that lowering the growth temperature cf
ceils expressing SF508 CFTR increased the quantity cf
www.00lenuedirect.cortr 1043-27601$ - see front matter © 2004 Elseoler Ltd. Ail ughts reserved. dorlo.1016/j.tem.2004.05.003
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functional channels transported at the ceil surface [121.
This was interpreted as a kinetic effect resulting from a
siowing down of the folding process, enabling a greater
proportion of the mutant proteins to adopt a native
conformation and escape the ER quaiity control and
reach their proper site of action as functional channels.
Chemical chaperones
From the above observations, the effects oflow molecular
weight compounds, such as the cellular osmolytes glycerol
and trimethylamine N-oxide, in addition to deuterated
water, previously shown to stabilize the native confor
mation ofseveral proteins, were tested [13,14J. Consistent
with the kinetic hypothesis proposed above, the three
compounds increased the maturation of the mutant
protein and rescued the cAMP-activated chloride conduc
tance of ceils expressing F5O8 CFTR [13,141. Although
the precise mechanism of action is not yet completely
uuderstood, it is generafly assumed that these small
molecules stabilize a conformation capable ofescaping the
quality control system and thus are ofren referred to as
chemical chaperones. Thefr ability to reduce the prob
abffity of nascent polypeptide to enter non-productive
folding pathways lias since been conflrmed for several
mutant proteins involved in conformational diseases
(Table 1). However, none of the chemical chaperones
shown to be active in celi systems could be used in clinical
settings. This has led several investigators to search for more
specific treatments that couid be tolerated in humans.
Pharmacological chaperones
Early evidence and concept
The first indication that compounds selectively binding to
intracellularly retained proteins could promote their
proper folding and targeting came from work carried ont
on an energy-dependent transporter known as P-glyco
protein or multidnig resistance gene-1 produet (MDR1).
While characterizing synthetic mutations that resulted in
ER retention and rapid degradation ofthe protein [151, Loo
and Clarke found that treatments with substrates
(vinhiastine and capsaicin) or inhibitors (cyclosporin and
verapamil) of the transporter led to the appearance of
fimctional MDR1 at the ceil surface [161. This functional
rescue was accompanied by a clear effect of the drugs on
the extent of maturation of the neosynthesized MDR1, as
indicated by the accumulation of fully glycosylated forms
Table 1. Chemical chaperonesa
of the protein, characteristic of proper Golgi processing.
This led the authors to propose that the drug-binding site
forms earÏy during MDR1 biosynthesis and that occu
pation ofthis site could stabilize a folding intermediate in a
near native conformation that can escape the quality
control system [17]. This mechanism, which implies
selective binding of ligands to immature forms of proteins
to influence their folding, was later termed pharmaco
logical chaperoning [181. Although conceptually similar to
chemical chaperoning, it also incorporates the notion of
pharmacological selectivity. Indeed, only the foïding ofthe
protein that is selectively targeted by the ligand wffl be
infuenced. This difference between the two modes of
action is illustrated in Figure 1. Such selectivity of action
of the pharmacological chaperones could represent a
significant advantage when one considers thefr potential
use for disease-related mutations in clinical settings. Since
this early demonstration of pharmacological chaperone
action on synthetic mutations, the concept lias been
extended to severai disease-related mutations (Table 2).
Examples related to endocrine and metabolic diseases are
discussed in the following sections.
Application ta membrane proteins involved in disease
states
Naturally occurring mutations in another ATP-dependent
transporter, the copper transporting P-type ATPase
(1fNK), also led to ER retention of this protein, which
normally shuttles between Golgi and plasma membrane.
Patients carrying these mutations have copper transport
deficits associated with connective tissue defects, neuro
logical degeneration, mental retardation, seizures, osteo
porosis and hypopigmentation, collectively known as
Menkes disease [19]. In ceils expressing one of the
Menkes disease mutations (G1O19D), copper supplemen
tation enabled the transporter ta leave the ER, to be
processed in the Golgi and to reach the plasma mem
brane, suggesting that copper acts as a phannacological
chaperone [201. A simflar rescue was also seen upon
treatment with the chemical chaperone glycerol or upon
reduction ofthe growth temperature to 30 C [201. However,
the functionality ofthe transporter was not assessed in tIns
study and further investigations are required to determine
whether Menkes mutations can be functionally rescued.
For several other membrane proteins, however,
functional rescue of disease-related mutations by a
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Disease Incidence Pmtein Agent uspd Refs
Cancer Ubiquitin-activating enzyme El Glycerol, TMAO, 020 [14]
Glucocorticold receptor TMAO [43]
50—55% human cancers p53 Glycerol, TMAO, 020 [14]
pp6O Glycerol. TMAO, 020 [14]
Cystic fibrosis 1/2500 CFTR Glycerol, TMAO, DM50 [1314]
Emphysema and liver disease 1/500 o1-antitrypsin Glycerol t44]
Machado-Joseph disease >1000 cases Ataxin-3 Glycerol, TMAO, DMSO [45]
Maple sywp urine diseaso 1/100—300 000 BCKD complex TMAO [46]
Menkes disease 1/50 000 MNK Glycerol [20]
Nephrogenic diabetes insipidus 1/250 000 Aquaporin-2 Glycerot, TMAO, DMSO [47]
V2R Glycerol [48]
°Abbreviations: BCKD, mitochondrial branched-chain a-ketoacid dehydrogenase; cFm, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; DM50, dimethyl sultoxide;
MNK, Menkes protein; TMAO, trimethylamine N-oxide; V2R, V2 vasopressin receptor.
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Figure 1. Comparinon of chemical and pharmacological chaperone modes of action. In the hypothetical case connidernd, the disease-related minfolded protein isa G-pro
tein-coupled receptor (GPCR) retained in the endoplanmic reticulam 1ER). In the absence of pharmacological or chemical chaperonen, the minfolded GPCR in retrotrannlo
cated in the cytonol mhere it miii be degraded by the proteanome aiongnide many other minfolded proteinn. (e) Treatment mith u pharmacological chaperone, nuch an u
nelective nen-peptidic antagonint of the minfolded GPCR. After itn diffusion into the celi and the ER lumen, the antagonint npecifically bindn to the GPCR, favoring itn folding
in a conformation that in releaned by the ER quality control nyntem, alloming the receptor te transit through the Golgi apparatun and mach the celi surface. The binding
nelectiaity of the antagonint in nuch that it miii not affect the beneficial degradation of the other minfoldnd or incompletely folded proteinn that need te bu eliminated. (b)
Treatment mith a chemical chaperone, nuch an the onmolyte trimethylamine N-oeide. After itn diffusion into the celi, the onmolyte can annint the folding of many diffement
proteinn in aarioan cellular compartmenta mithout npecificity for the dineane-melated protein. Aithough titis miii have the denired effect on the GPCR, it might aino lead b
inappropriate changes in the levein of many proteinn and even favor the accumalation of mutant proteino, mhich could be detrimental to the ceil.
pharmacological chaperone has been well docnmented. Indeed, treatment with the channel opener, diazoxide,
One example is provided by the sulfonylurea receptor-1 restored celi surface targeting and function of SURi
(SURi), which in association with KirG.2, forais the ATP- R1394H, a mutant form that is normally retained in the
sensitive potassium channel ofthe pancreatic ]3 celi [21]. trons-Golgi network [22] and is responsible for the
(a) Pharmacological chaperone
Non-peptidic anfagonint * Cyfonohc profein Nucleur meceplor
Profnin of inlereuf fl Sncrnlnd profnin Membrann receplorMnmbrann receptor
e Lysosomul prof nin f Membrane protein t Trimethylamina N- ocide
mmm.ncienuedirect.cem 81
Rview
Table 2. Pharmacological chaperones
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development of persistent hyperinsulinemic hypoglycemia
of infancy [231.
Application to G-protein-coupled receptors
Additional examples of cornpounds acting as pharmaco
logical chaperones corne from the largest faniily of
phannacological targets, the G-protein-coupled receptors
(GPCRs). The first illustration was provided by work
carried out on mutant forms ofthe V2 vasopressin receptor
W2R), which are responsible for nephrogemc diabetes
insipidus (NUI). This X-linked disease is charactenzed by
resistance of the kidney to the action of antidiuretic
hormone, preventing affiicted patients from normally
concentrating their urine [24]. In the most severe NT)I
cases, urinary volumes can reach 201 d’ and belatedly
diagnosed chiidren can suifer severai rounds of dehy
dration that can impede growth, leading to mental
retardation and eventually death. From the more than
150 different V2R mutations that have been linked to this
disease, n large proportion of those tested (70%) were
found to be impaired in their ceil surface trafficking.
Although sorne of these mutations wouid lead to aberrant
proteins that would be expected to be cleared by the quality
control systems, rnany of them involve substitution or
small deletions in regions that would not be predicted to
cause generai misfolding [241. This led Morello et al. to test
whether, in heterologous expression systems, treatment
with two celi-permeable antagonists (SR121463 and
VPA-985) could promote ceil surface targeting and func
tional rescue of eight of the 12 ER-retained mutant
receptors examined [18]. In this case, the site of action of
the drugs was documented. Indeed, a peptidic antagonist
(which cannot penetrate membranes) could neither mimic
nor block the action ofSR121463 and VPA-985, suggesting
that the cornpounds acted intracellularly, probably by
binding to the receptor in the ER. This conclusion was aiso
www.sciencedirect.com
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supported by the observation that SR121463 led to proper
V2R maturation, as indicated by the accumulation offully
glycosylated forms of the receptor. The potentiai dlinical
use of vasopressin antagonists in the treatment of NUI is
currently under investigation.
Another example of disease-related GPCR mutants
rescued by pharmacological chaperones is provided by the
gonadotropin-releasing hormone receptors (GnRHRs)
[251. Indeed, several of the mutant receptor forms, which
leads to hypogonadotropic hypogonadism as a resuit of
their lack of ceil surface expression, are trafficked to the
plasma membrane, where they restore GnRHR respon
siveness, following treatment with receptor antagonists
[261. Although three chemically distinct classes of small
non-peptidic GnRHR antagonists successfully rescued the
mutant receptors, none of the peptidic antagonists did,
supporting the notion that compounds need to penetrate
the cells to act as pharmacological chaperones.
Although the examples discussed so far suggest that
pharmacological chaperones could represent promising
therapeutic agents, ail these studies were carried out in
cellular systems and thefr reai therapeutic value sifil
remains to be investigated. However, as will be discussed
in the next section, a few stiidies camed out in animais
and humans suggest that the concept of pharmacological
chaperones does hold promise.
Application to lysosomal storage diseases
Lysosomal storage diseases represent a class of pathology
for which the therapeutic potential of phannacological
chaperones has been most explored. These diseases,
associated with abnormal metabolism of substances such
as glycosphingolipids, glycogen, mucopolysaccharides
and glycoproteins, result from mutations of lysosomal
enzymes. The first example of the potential efficacy of
pharmacological chaperones in a lysosomal storage
Disease Incidence Protein Agent used Refs
Misfoldinglaggregation
Gaucher disease 1/100 000 ]-GIu N-(n-nonyl)deoxynojirimycin [35]
13-Galactosidosis 1/100—320 000 ]3-Gal Galactonojirimycin derivatives [32.33]
Long QT syndrome 117000 HERG K channel Cisapride, E-4031, astemizole t491
Prion disease 1/1 000 000 Prion IPrP13 [50]
Quinacrine [51.52]
Chlorpromazine [511
Retinitis pigmentosa 1/3500 Rhodopsin 11-cia — 7-ring retinal [531
Transthyretin amyloid disease Unknown Transthyetin Amyloidosis inhibitors [54]
Misfolding/degradation
Cancer Smo Cyclopamine [551
Cystic fibrosis 1/2500 CFTR Benzo(c)quinolizinium compounds [36,37]
Fabry 1/400 000 a-Gal A DGJ [291
Galactose [301
Hyperinsulinemic hypoglycemia 1/50 000 SURi Diazoxide [221
Hypogonadotropic hypogonadism F: 1/10 000 GnRHR GnRH peptidomimetic entagonist [261
M: 1/1 000
Drug resistance P-glycoprotein Cyclosporin, capsaicin, vinblastine, verapamil [16]
Immunoglobulin secretion Anti-phenylphosphocholine Hapten p-nitrophenylphosphocholine [56]
Pain OR Naltrexone [57]
Menkes disease 1/50 000 MNK Copper t20]
Nephrogenic diabetes insipidus 1/250 000 V2R SR121463, VPA-985 [181
Abbreviations: n-Gal A, n-galactosidaseA; p-Gal, -gaIactosidase; p-Glu, p-glucosidase; CFTR, cysticfibrosistransmembraneconductance regulator; SOR, t-opioid receptor;
DGJ, 1-deoxy-galactonojirïmycin; F,females; GnRH. gonadotropin-releasing hormone; GnRHR, gonadotropin-releasing hormone receptor; HERG, ether-a-gogo-related gene;
1PrP13, 13-residue p-sheet breaker peptide; M, males; MNK, Menkes protein; Smo, smoothened; SURi, sulfonylurea receptor-i; V2R, V2 vasopressin receptor.
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disease came from work on Fabry disease, a condition
resulting from mutations in the lysosomal a-galactosidase
A (a-Gal A), which lead to the accumulation ofundegraded
glycosphingoipids and precipitate renal failure, myo
cardial infarction and strokes [27]. While studying two
mutations, R3OQ and Q279E, shown to produce an a-Gal
A retained in the ER [28], Fan et at. found that treatment
with the a-Gal A inhibitor, 1-deoxy-galactonojirimycin
(DGJ), enhanced the activity of the enzyme detected in
Fabry patient’s lymphoblasts as a result of increased
maturation and lysosomal targeting. In animal studies,
oral administration of DGJ for four days increased a-Gal A
activity in heart, spleen, kidney and liver of transgenic
mice synthesizing the human R3O1Q mutant enzyme [29],
confirming the effectiveness of the treatment in vivo.
Usmg a different inhibitor, Frustaci et al. showed that
treatment of a patient harboring another ER-retained
form of a-Gal A (G328R) with galactose for three days
significantly increased a-Gal A activity detected in
lymphocytes isolated from coronary—sinus blood [30].
After three months of treatment, the patient’s cardiac
contractiity was significantly improved and his cardiac
mass was reduced by 20%. These improvements persisted
for more than two years alter treatment, indicating that
the pharmacological chaperone treatment could be con
sidered for long-term therapies.
Other studies using animaIs were carned out on mutant
forms of [3-galactosidase ([3-Gal) that are associated with
varions manifestations of 3-galactosidosis, another lyso
somal storage disease [31]. They took advantage of 3-Gal-
deficient knockout mouse flbroblasts to produce various
mutant forms ofthe human enzyme and test the potential
pharmacological chaperone action of three 3-Gal inhibi
tors, DGJ t321, N-(n-butyl)-deoxy-galactonojirimycin [32]
and N-octyl-4-epi-3-valien-amine [331. They found that
the three compounds increased the enzyme activity for the
six mutants tested. The enzymatic activity-enhancing
effects ofthe compounds could also be con±irmed in human
3-galactosidosis fibroblasts for two of the mutants.
Even though not tested in either patients or animals, a
therapeutic strategy involving pharmacological chaperones
could also be considered for the most prevalent lysosomal
storage disorder, Gaucher disease. Plais disease, which
resuits from mutations in lysosomal 3-glucosidase (3-Glu),
leads to the accumulation of glucosylceramide in macro
phages andthe developmentofhepatosplenomegaly, anemia,
skeletal lesions and central nervous system dysfimctions
[34]. Treatment offibroblasts derived from patients harbor
mgthe most common mutation causmgthis disease (N370S)
with the enzyme inhibitor, N-(n-nonyl)deoxynojirimycin, led
tu a twofold increase in the [3-Glu activity [35].
The successes obtained in the treatment of different
lysosomal diseases in animais and humans using phar
macological chaperones can clearly be seen as a ‘proof of
pnnciple’ that such molecules can be of use in the
therapeutic treatment of conformational diseases.
Screening efforts
Channels, GPCRs and enzymes with a rich pharmacopoeia
represent special cases where the search for compounds
that could act as pharmacological chaperones is relatively
www.sciencedirect.com
simple. However, for proteins that have few or no known
ligands, such as transporters exemplified by CFTR or
MN}Ç screening campaigns will be required to identify
potential candidates. These could include screens that are
based either on the functional rescue of the targeted
protein or its proper cellular localization. One example
where such screens could soon lead to the identification of
a clinically useful pharmacological chaperone is provided
by CFTR. Indeed, studies carned out both in ceils trans
fected with CETR mutants and hi native airway celis from
cystic fibrosis patients revealed that benzoquinolizimum
compounds that activate wild-type CFTR couid also par
tially restore apical plasma membrane relocalization and
chloride channel activity of the ER-retained SF508 CFTR
mutant [36]. More recently, high-throughput screening of
combinatoria] libranes based on fiavone and benzoquino
lizinium compounds identified higher-affinity activators
and inhibitors of CFTR activity [371 that would 5e worth
testing as potential pharmacological chaperones for tF508
CFTR or other ER-retained CFTR mutants in the search
for new drug candidates for the treatment of cystic fibrosis.
Many other endocrine and metabolic diseases such as
Tangier disease [381, Zellweger syndrome [39], Tay-Sachs
disease [40], Pendred syndrome [41] and adrenal hyper
plasia [421 result from mutations that impair the foliling of
proteins. However, to our knowledge, no pharmacological
chaperones have been identified yet for these proteins,
making them excellent candidates for screening cam
paigns aimed at identifying small molecules that would
assist their folding.
Conclusïon
The increasing number of examples showing that small
molecules facilitate the folding and processing of proteins
suggests that it might be n general phenomenon that could
5e applied to a large variety of proteins and conditions,
thus having great potential therapeutic value.
Such small molecules can be divided into two classes:
the chemical chaperones, winch act as generic stabilizers
offolding intermediates for ail proteins, and the pharmaco
logical chaperones, winch show selectivity of action by
binding and stabilizing only the targeted protein.
Mthough chemical chaperones are not good drug candi
dates, phannacological chaperones offer promising avenues
for the development of clinically useful compounds. This is
particularly true when the targeted protein lias already
been shown to be ‘drugable’ and when ligands, with good
specificity profiles, that are well tolerated in humans, are
&ready available or in development. The fact that these
molecules have been shown to rescue the maturation and
ftmction of many distinct mutant forms of the same
proteins might simplify the development of drugs for these
diseases. Indeed, this suggests that it will not 5e necessary
tu develop distinct molecules for each ofthe mutations, but
rather that une unique compound could 5e active for large
subsets of mutations.
Although examples ofpharmacologica] chaperones that
have been used in cinical settings [301 are still very
limited, the multiplication ofproofofprhiciple obtained in
cellular systems and animais indicates that the next few
years should 5e fertile in ducal studies. A few small
83
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clinical trials for conformational diseases such as NEI,
Gaucher and Fabry diseases have been initiated already or
will be begun soon. More trials are to be expected, along
with screening campaigns aimed at identifying clinically
usefiil new pharmacological chaperones.
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receptors
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An increasing number of genetic diseases are found to
resuit from mutations that lead to retention of the affected
proteins in the endoplasmic reticulum, where they are
recognized as misfolded by the quality control system.
Several 0f these conformational diseases involve mutations in
G-protein-coupled receptors. Recent studies demonstrated
that pharmacologically selective compounds, termed
pharmacological chaperones, car stabilize the misfolded
receptors, facilitating their export from the endoplasmic
reticulum to the plasma membrane, where they can be
active. Such functional rescue suggests that pharmacological
chaperones could represent novel therapeutic agents
for the treatment of conformational diseases. Although
only a few examples are currently available, the observation
that pharmacological chaperones can also favour the
folding of wild-type G-protein-coupled receptors indicates that
these compounds could have wide applications.
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Abbreviations
AVP arginine-vasopressin
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
ER endoplasmic reticulum
GnRHR gonadotropin-releasing hormone receptor
GPCR G-protein-coupled receptor
NDI nephrogenic diabetes insipidus
V2R V2 vasopressin receptor
Introduction
Conformational diseases often resuit from mutations in
proteins that are recognized as misfolded by quality
control systems [1,2]. Such recognition can lead to two
different phenotypes: some misfolded proteins can be
efficiently ubiquitinated and degraded by the protea
some, leading tu a loss of function [31, whereas others
accumulate in celis, forming aggregates that can have
toxic consequences and are often refetred to as gain of
functions [4]. Studies carried out in the past decade have
linked these two types of quaiity control outcomes to the
aetiology of a growing list of congenital and acquired
conformational diseases. In parallel, efforts to overcome
these defects have led to the development of various
interventions that successfully rescue proteins from both
aggregation and degradation pathways. In particular,
treatments with chemicai compounds known as either
chemical or pharmacological chaperones have been found
to stabilize some conformational mutants, promoting
their proper transport to their site of action where, in
many cases, they can be functional [5—7]. Identifying
compounds that can bind to the mutant proteins bas
been casier for proteins such as channels and receptors
for which selective ligands have already been character
ized. Because of their involvement in many pathophysio
logical conditions and the rich pharmacological diversity
generated through various drug scteening campaigns,
G-protein-coupled receptors (GPCRs) have attracted
considerable attention for the identification of pharmaco
logical chaperones. At least ten congenital diseases have
been linked to mutations in GPCRs that lead w their
retention in the endoplasmic reticulum (ER) (Table 1),
and pharmacological chaperones have been identified for
three of these (Table 2). Here, we review the studies that
lcd to the discovery of these potential therapeutic agents,
with a special emphasis on their proposed mechanisms
of action.
The discovery of pharmacological chaperones
acting on GPCRs
The first demonstration that pharmacologically selective
agents could rescue ccli surface expression and function
of GPCR mutants, which were otherwise retained in the
ER, came from work carried out on V2 vasopressin
receptor (V2R) mutants responsible for nephrogenic dia
betes insipidus (NDI). NDI is a rare X-linked disease
characterized by a loss of antidiuretic response to the
hormone arginine-vasopressin (AVP) that results in the
inability of the affected patients to concentrate their
urine, leading to large urinary output [8]. In infants,
the water losses can lead tu severe episodes of dehvdra
tion, resulting in growth and mental retardation and even
death in the most extreme cases. To date, more than 175
different mutations distributed throughout the primary
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Table 1
GPCR involved in conformational diseases.
GPCR Diseases
Adrenocorticotropic hormone receptor Familial adrenocorticotropic hormone resistance
Calcium sensing receptor Familial hypocalciuric hypercalcemia
Neonatal hyperparathyroidism
Endothelin-S Hirschspwng disease
GnRHR Hypogonadotropic hypogonadism
Luteinizing hormone receptor Male pseudohermaphroditism
Melanocortin 4 receptor Obesity
Rhodopsin Retinitis pigmentosa
Thyroid-stimulating hormone receptor Congenital hypothyroidism
V2R Nephrogenic diabetes insipidus
sequence of the receptor have been identified in NDI
patients. Although some mutations were linked to losses
of either hormone binding or G protein coupling, the
majority of the mutant receptors (38 out ofthe 53 tested in
heterologous expression systems; see Figure 1) appear to
be recognized as misfolded proteins that are retained in
the ER by the quality control system before being
degraded [9—13]. Because manv of these mutations are
relativeiy modest and would not be predicted to grosslv
affect the functional sites ofthe protein, ouï group poscd
the hypothesis that promoting the escape of mutant
proteins from the ER could be sufficient to resrore
AVP responsiveness. On the basis of previous findings
that non-specific binding ofchemical compounds scich as
DMSO, TMAO and glycerol (known as chemical chaper
ones) could stabilize the folding of other mutant proteins
[14,15], we tested the idea that binding of a mutant
receptor by a specific ligand could play a similar role
and rescue both V2R ccli surface expression and function.
Treatment ofcells with the non-peptidic V2R antagonists
Table 2
SR121463 and VPA-985 restored ceil surface expression
of eight of the originally ER-retained V2R mutants [16].
Since then, the effect of these and other V,R antagonisrs
were tested on additional NDI-associated V2R mutants,
leading to the ceil surface expression of 11 out of 17
mutants tested to date ([16,17]; and Bernier VB, Bichet
DG and Bouvier MB. unpubiished observations). A stim
marv of the subset of mutations that could be rescued bv
pharmacological chaperones is presented in Figure 1.
Interestingly, an identical subset of mutations vas res
cued irrespective of the V2R antagonist tested. indicating
that binding to the receptor is sufficient for the chaper
oning action of the ]igands. By contrast, antagonists ofthe
3 2-adrenergic or -opioid receptors were without effect
on the ccli surface expression of the V2R mutants [18],
confirming that receptor binding selectivity is required.
The restored ccli surface expression promoted by V2R
antagonist treatment ied to functional recovery of AVP
responsiveness in ail cases (aithough to different extents)
Reported action of pharmacological chaperone on ER-retained GPCRs.
GPCR Disease-related Ligand used Type References
V2R Nephrogenic diabetes insipidus SR1 21463 Antagonist 116]
VPA-985 Antagonist 116]
SR49059 Antagonist [17]
GnRHR Hypogonadotropic hypogonadism Indoles Antagonist 1251
Quilonones Antagonist 1251
Etythromycin-derived macrolides Antagonist 1251
B-opioid receptor lnvolved in pain Buprenorphine Agonist [181
TAN-67 Agonist [1 81
SNC-80 Agonist [1 89
Bremazocine Agonist 11 8)
Tonazocine Agonist [181
Nalbuphine Agonist [1 87
Naltrexone Antagonist [1 89
Naltriben Antagonist [1 81
Naltrindole Antagonist [1 81
Naloxone Antagonist 1181
Rhodopsin Retinitis pigmentosa 1 1-cis-7-nng-retinal Agonist 130’1
9- or 11 -cis-retinal Agonist [29]
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Schematic representation 0f the V2ft. Amino acid sequence of the V2R ami its topographic representation at the plasma membrane. Shown are
mutations identified in NDI patients that lead to ER retention 0f the receptor, including missense mutations (black circles), nonsense
mutations (red circles), deletions or insertions (blue circles). The colour-filled circles indicate those mutations that were tested for the action 0f
pharmacological chaperones (circles filled with green indicate receptors for which ceil surface expression and function were rescued; circles
filled with yellow indicate those that were flot rescued).
following removal of tbc antagonist [161, confirming thc
hypothesis that thc qualitv control system detected and
rctaincd mutant forrns ofthc V,R that would otherxvise bc
active. Thercforc, NDI patients harbouring thcsc muta
tions are victims of thc extreme sensitivity of the qualitv
contro] svstem that can dctect subtie mutations that
would not, on their own, lead to complete loss of rcccptor
function. The contribution of specific componcnts of thc
qtiatitv controi apparattis in thc retention of partiaiiv
msfoldcd mutant receptors vas furthcr conflrmcd by
thc observation that mutant V,Rs remaincd assoeiated
for longer tirnes with the molecular chaperone cainexin
than did wiid-tvpe reeeptors [19].
Thesc observations lcd us to propose that vasopressin
antagonists aeted by binding to tiic mutant receptors in
the ER, stabilizing them in intermediate states of their
folding path that more elosciv resembled the native state
of the wild-type receptor, thus ailowing the eseape from
the stringent quality control. Such a mechanism of action
that wou]d invoive an intraccilular site of action ‘as
supported bv the observation that a peptidic V,R ligand
which could flot penettate the ccl] vas unable to mimic or
bloek the reseuing cffeet ofthc non-peptidie ligands [16].
Biochemical anaivsis ofthe reeeptor speeies detected vas
also consistent with an ER site of action. Indeed, whereas
ER—retained mutant receptors appeared Jargelv as imma
ture eore-giveosviated reecptor precursors, thev were
proecsscd to fuilv mature rcccptors harbouring complex
carbohvdrate arborisation foilowing treatment with thc
ccli permeabie V2R antagonists [16]. The antagonist
treatment also inereased the turnover rate ofthe precursor
Current Opinion in Pharmacology 2004, 4:528—533 www.sciencedirect.com
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form of the receptor without affecting the haif-life of the
mature receptor, which is indicative of an action on the
biosynthetic processes. Taken together with the pharma
cological specificity of action described above, these
observations contributed to the emergence of the concept
that ‘pharmacologicai chaperones’ assist the folding and
ER export of mutant GPCRs.
Generalization of the pharmacological
chaperone action on GPCRs
Pharmacologicai chaperones were soon identified for
another GPCR, the gonadotropin-releasing hormone
receptor (GnRHR). Indeed, ER-retained mutant forms
of GnRHR, which are responsible for hypogonadotropic
hypogonadisrn, were rescued by treatment with selective
non-peptidic GnRHR antagonists [201. As with the V,R,
treatment with an antagonist (an indole known as 1N3)
was flrst shown to restore both ccli surface expression and
signaling activity of 11 of the 13 disease-iinked mutant
GnRHRs tested [21,221. In addition, a ccli impermeabie
GnRHR peptidic antagonist couid flot mimic or block the
beneficial effects of 1N3, consistent with an intraceliular
site of action for pharmacological chaperones [2f].
Interestingly, the kinetics of agonist-promoted internali
zation observed following stimulation of the rescued
receptor was identical w that of the wild-tvpe GnRHR
[2lJ, confirming that the mutant receptor has normal
pharmacologicai and biochemical properties once it has
been released form the ER. This contrasts with the report
that SF508 cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR; the most frequent mutant form of
CFTR found in cystic fibrosis patients) has a significantly
reduced haif-life at the plasma membrane foHowing its
rescue with chemical chaperones when compared with
that of wild-type CFTR [Z3,24]. Whether the difference
is a reflection of the different nature of chemical versus
pharmacologicai chaperones, or is protein-dependent,
remains to be determined. Conn and coilaborators then
extended their study to show that ten additional non
peptidic GnRHR antagonists, belonging to three chemi
cally distinct classes of compounds (indoles, quinolones
and erythromycin-derived macrohdes), ail displaycd
pharmacological chaperone action on mutant GnRHRs
[25J. Once again, the sarne set of mutations was rescued
with ail pharmacological chaperones tested. In addition,
the efficacy of the rescue was proportional to the binding
affinity of the different ligands [25], further stressing the
iink between the binding energy and the pharmacological
chaperone action of the ligands.
In the two cases discussed so far, pharmacologicai cha
perones rescued the function of ER-retained and readily
degraded GPCR mutants. In the case of another GPCR,
rhodopsin, pharmacological treatment was found to pre
vent the cytotoxic aggregation that resuits from the rnost
common mutation (P23H-rhodopsin) associated vith
autosomai dominant retinitis pigmentosa [26,271. For this
mutant form of rhodopsin, which causes loss of peripherai
and night vision as a resuit of retinal degeneration [281,
treatment with retinoids, such as 9- or 1 1-cis-retinai [29]
or a 7-membered ring variant of the naturai hgand 1 1-cis-
retinal (1 1-cis-7-ring-retinal) [30], restored the synth
esis, ccli surface expression and function of the mutant
photo-receptor. Although the precise mechanism of
action ofthe retinai ‘ariants has flot been fullv character
ized, a pharmacological chaperone mode of action is
likeiy.
Pharmacological chaperones can act
on wild-type receptors
Aithough pharmacological chaperones have becn
described mainiy in the context of mutant proteins, their
action bas aiso been reported for a few wild-type GPCRs.
For example, the wlld-type 6-opioid receptor is ineffi
ciently processed, with less than 40% of the synthesized
receptors reaching the mattire form and being targeted to
the plasma membrane under basai conditions [31]. Treat
ment with non-peptidic seiective opioid iigands (Table 2)
signiflcandy increased the maturation efficacy, leading to
the complete maturation and ccii surface targeting of
almost 100% of the produced receptors [18]. This effect
could flot be atttibuted to rhe stabilization of the receptor
at the ceH surface, as peptidic ligands, which cannot
penetrate the plasma membrane, were without effect
on receptor processing. In this study. both -opioid ago
nists and antagonists were found to act as pharmacologicai
chaperones, indicating that the binding properties of the
ligands rather than their signahng efficacy underlie their
action. Pharmacological chaperone effects were also
rcported for the wiid-type GnRHR. Indeed, in addition
to rescuing the naturai mutant form of GnRHR, the
antagonist 1N3 vas aiso found to enhance ecU surface
expression of the wiid-type receptor [21].
The fact that the maturation efficacv ofwiid-tvpe GPCRs
can be manipuiated by pharmacologicai treatments opens
the door to the use of pharmacologicai chaperones as
regulators of tissue responsiveness in normal individuals.
In the case of the -opioid receptor, this couid have
important implications in the design of anti-nociceptive
drugs. However, whether inefficient maturation and its
regulation by pharmacoiogical chaperones wifl be iirnited
to a few recepwrs, or represents a generai trait ofGPCRs,
remains to be investigated.
Mechanïstic features of pharmacological
chaperones
The emerging hypothesis for the action of pharmacolo
gicai chaperones suggests that selective hpophihc ligands
can penetrate the plasma and ER membranes to bind to
the partiaHv foided receptor eariy during biosvnthesis. In
this context, ligand binding might alter the therrnodv
namic equilibrium in favour of the correctiy folded pro
tein. increasing the hkehhood of the protein escaping the
www.sciencedirect.com Current Opinion in Pharmacology 2004, 4:528—533
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stringent ER quality control, and ultimately leading tu an
increase in the steady-state level offunctionai receptors at
the ccli surface. This hypothesis is consistent with the
observation that there is a clear correlation between the
magnitude of ligand-mediated rescue and the binding
affinity ofligands that mediate the effects. Such ‘buiit-in’
specificity of action for the targeted receptar presents the
advantage of flot having a general inhibitory effect on the
quaiity control system, with the undesirable effects that
this could cause. Pharmacologicai chaperone action
should be distinguished from the ccli surface stabilizing
effects reported for sorne GPCR antagonists, which are
beiieved ta act by binding to receptors at the plasma
membrane and preventing their spontancous endocytosis
and/or downreguiation. Indeed, pharmacologicai chaper
ones need ta act intraceiiuiariy during the biosynthesis of
the receptors and, in contrast to ccii surface stabilization
effects, cannot be mimicked by ccii impermeabie pepti
die Iigands. The difference between the twa mechanisms
of action is further emphasized by the fact that both
agonists and antagonists can act as pharmacological cha
perones, whereas only antagonists can prevent the spon
taneous endocytosis and downreguiation processes.
When considering their action as ciinicaiiy relevant phar
macoiogical chaperones, bath agonists and antagonists
couid have drawbacks. For agonists, their ability ta pro-
mate receptor foiding and ccli surface targeting can be
countered by their propensity ta promote rapid receptor
endocytosis and downreguiation, twa phenornena that
couid greatlv reduce their efficacv. For antagonists, high
affinity binding to the receptor that persists for long
periods of time once the receptor bas reachcd the ccli
surface could prevent the binding ofthe natural hormone,
thus inhibiting receptor action and defeating the ptirpose
of rescuing the ccii surface expression. The most appro
priate drug candidates for the clinical use of pharmaco
logicai chaperones wouid therefore be either antagonists
with moderate affinities or partial agonists that have iittle
propensity ta cause endocytasis or downreguiation.
Conclusions
Pharmacaiogicai chaperones represent a promising ave
nue for the trcatment ofconformationai diseases, such as
familial hypocalciuric hypercaicemia, hirschsprung dis
case, hypogonadotropic hypogonadism, hypothyroidism,
neonatai hyperparathyroidism, NDI, obesity and retinitis
pigmentosa (sec Table 1), that resuit fram GPCR mis
folding. Aithough proof-of-principle for their action bas
been obtaincd for only three of these GPCR-reiated
diseases, the apparent generaiitv of the concept, even
for wild-type rcceptors, xviii certainiy lead ta other exam
pies in the near future. Whether such an approach wifl
have general ciinicai implications for conformationai dis-
cases remains to be investigated, and the answer wili need
ta wait for the resuits of chnical triais that are currently
being conducted with pharmacoiogicai chaperones.
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Objectifs
L’objectif général de cette thèse est de tester l’hypothèse que des ligands sélectifs
puissent agir comme chaperons pharmacologiques sur des récepteurs V2 de la vasopressine
mutants et élucider les mécanismes d’action de ces chaperons pharmacologiques.
Le premier objectif est de démontrer l’efficacité des chaperons pharmacologiques
(SR121463 et VPA-985) à réchapper des récepteurs V2 de la vasopressine mutants (L59P,
de162-64, L83Q, Y12$S, S167L, A294P, P322H, R337X) dans un système cellulaire. La
récupération fonctionnelle est évaluée en observant leur expression des récepteurs à la
surface cellulaire et leur fonction.
Le deuxième objectif est d’explorer le mécanisme d’action des chaperons
pharmacologiques. Pour ce faire, nous avons testé l’effet d’un traitement avec un chaperon
pharmacologique, le SR121463, sur les interactions entre un récepteur mutant portant la
mutation W1 64S et différentes protéines impliquées dans le contrôle de qualité du réticulum
endoplasmique, telles, l’ubiquitine, la calnexine et DRiP78.
Le troisième objectif est de tester un autre chaperon pharmacologique, le SR49059,
dans un système cellulaire puis de confirmer l’effet thérapeutique de ce chaperon
pharmacologique chez 5 patients atteints de diabète insipide néphrogénique présentant des
mutations dans le gène du récepteur V2 de la vasopressine (de162-64, R137H (3 patients) et
W164S).
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Il a été démontré que la mutation R137H entraînait un phénotype de
désensibilisadon constitutive, différent des autres récepteurs mutants testés (rétention
intracellulaire). Pourtant, 3 patients répondent bien au traitement avec un chaperon
pharmacologique. Alors, le quatrième objectif est de démystifier le mécanisme d’action du
chaperon pharmacologique SR49059 dans le réchappement des récepteurs V2 de la
vasopressine portant la mutation R137H.
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Résultats
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6.1 Premier article
Pharmacological chaperones rescue celi-surface expression and function of
misfolded V2 vasopressin receptors mutants
jean-Pierre Morello, Ah Salalipour, André Laperdêre, Virginie Bernier,
Made-françoise Arthus, Michèle Lonergan, Ulla Petiijà-Repo, Stéphane Angers,
Denis Modn, Daniel G. Bichet et Michel Bouvier
Publié dans Journal of Clinical Investigation
Avril 2000, 105(7), p.887-895
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L’article intitulé “Pharmacological chaperones rescue ceil-surface expression and
function of misfolded V2 vasopressin receptors mutants” démontre que des antagonistes
non-peptidiques du récepteur de la vasopressine peuvent agir comme chaperons
pharmacologiques en réchappant l’expression à la surface cellulaire et la fonction de
récepteurs V2 mutants responsable du diabète insipide néphrogénique.
Dans cet article, nous avons d’abord présenté que plusieurs récepteurs V2 mutants
(L59P, del 61-64, L83Q, Y128S, S167L, A294P, P322H, R337X) sont retenus dans le
réticulum endoplasmique. En effet, par des expériences de microscopie
d’immunofluorescence, ces récepteurs mutants sont colocaiisés avec la cahéticuline, une
protéine résidante du réticulum endoplasmique. Ensuite, nous avons démontré qu’un
traitement avec des chaperons pharmacologiques (SR121463 et VPA-9$5) permet
l’expression à la surface cellulaire de ces récepteurs mutants. De même, cette augmentation
de l’expression à la membrane plasmique est accompagnée par une meilleure maturation des
récepteurs mutants, indiqué par l’apparition de la forme complètement glycosylée du
récepteur. En plus, un antagoniste peptidique des récepteurs de la vasopressine, ne pouvant
pénétrer la membrane, ne peut ni mimer ni bloquer l’effet des chaperons pharmacologiques.
Ces résultats suggèrent que les chaperons pharmacologiques agiraient au niveau du réticulum
endoplasmique probablement en stabilisant une conformation du récepteur capable de
passer les contrôles de qualité. De plus, une fois à la surface cellulaire, ces récepteurs mutants
sont fonctionnels tel que évalué par leur capacité à signaliser par la protéine GŒ5, ce qui
entraîne une accumulation d’AMP cyclique.
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Nous avons donc conclu que ces chaperons pharmacologiques pourraient agir en
stabilisant une conformation du récepteur qui peut maintenant passer les systèmes de
contrôle de qualité du réticulum endoplasmique. De plus, nous avons suggéré une certaine
généralité du concept puisqu’autant le SR121463 que le VPA-985 ont réchappés des
récepteurs V2 portant des mutations différentes.
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Over 150 mutations within the coding sequence ofthe V2 vasopressin receptor (V2R) gene are known
to cause nephrogenic diabetes insipidus (NUI). A large number ofthese mutant receptors fail w fold
properly and therefore are flot routed to the ceil surface. Here we show that selecuve, nonpeptidic
V2R antagonists dramatically increase ceil-surface expression and rescue the function of 8 mutant
NDI-V2Rs by promoting their proper folding and maturation. A cefl-impermeant V2R antagonist
could flot mimic these effects and was unable to block the rescue mediated by a permeant agent, mdi
cating that the nonpeptidic anragonists act intracellularly, presumably by binding to and stabilizing
partially folded mutants. In addition to opemng new therapeutic avenues for NOl patients, these
data demonstrate that by binding to newly synthesized mutant receptors, small ligands can act as
pharmacological chaperones, promoting the proper folding and maturation ofreceptors and their
targeting to the ceil surface.
J. Clin Invest. 105:887—895 (2000).
Introduction
Arginine vasopressin (AVP), also known as the antidi
uretic hormone, is a nonapepride hormone that is
secreted by the posterior pituitary in response to low
urine osmolality or reduced blood pressure. In the col
lecting duct ofthe kidney, ri promotes warer reabsorb
tion and concentration of the urine by binding w the
V2 vasopressin receptor (V2R), a member ofthe G pro
tein-coupled receptor (GPCR) superfamily (1). Upon
hormone binding, the V2R will promote cAMP pro
duction, protein kinase A activation, and the recruit
ment of aquaporin-2 water channels to the apical
membrane ofthe principal cdl. k is this final step in
the antidiuresis-signaling pathway that leads to
increased water permeability.
Patients suffering from congenital nephrogenic dia
betes insipidus (NDI) cannot concentrate their urine,
even in the presence of elevated circulating levels of
AVP, as a resuri ofdefects in the V2R signal transduc
tion pathway described above (2). To date, 155 muta
tions within the V2R gene have been associated with the
X-linked form ofthis disease in 239 fainilies. In several
instances the outcome of the mutation is easily pre
dicted. For example, the presence of premature stop
codons or frame shifts leading ro severely truncated or
altered receptor proteins would certainly flot encode a
functional protein (3). However, on the basis of the
structure-function relationship described for other
GPCRs, the disabling effects ofa number ofmore sub
tie mutations cannot be deduced. In an attempt to
characterize the functionai defects resulting from these
mutations, heterologous expression systems have been
used. Among the mutations tested, over 90% were
found to lead to intracellular retention ofthe synthe
sized protein (4—9).
Inherited mutations leading to incompletely folded
proteins that are retained inrracellularly by the endo
plasmic reticulum (ER) quality control system is a
recurring observation (10—14). in some cases, ri was
found that the retention of the protein, and not an
alteration ofits flmctional properties, is responsible for
the disease. For cystic fibrosis, ri was shown that the
AF5O$ mutant of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) could form functional
cAMP-activated chloride channels when ri could escape
the ER and be expressed at the ceil surface (15, 16).
Given the number ofsubtle missense mutations iden
tified in the V2R, it could be envisaged that promoting
the release ofsome mutant receptors from the FRis
sufficient to recover funcrion.
Because small moleciiles have been shown previous
lyto influence the folding and organelle targeting of
Thejournal ofClinical investigation I April 2000 Volume 105 Number 7 887
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Non-permeabilized ceils
WTV2R dcl 62-64 V2R
Figure 1
The del 62-64 V2R mutant is noc expressed at the celi surface and s reuained In the ER. (a and b) Nonpermeabilized ceil mmunofluores
cence mlcroscopy ofCOS-1 celis expresslng the rnyc-tagged wild-type (WT) or myc-tagged del 62-64 V2R, respectively. (c) The same fleId of
ceils as In b stained with rhodamine-conjugated phalloidin to label actin Filaments. (d and e) Permeabilized ceil immunofluorescence
microscopy ofCOS-1 celis expressing the myc-tagged WT or rnyc-tagged del 62-64 V2R, respectively. Bar 50 11m. (f-h) Confocal immuno
fluorescence mlcroscopy on permeahilized COS-1 celis expressing the myc-tagged del 62-64 V2R using the anti-myc antibody (f), an anribody
directed against the ER-resident protein caireticulin (g). (h) Illustration ofthe superimposed Iocalization ofboth proteins. Bar = 20 pm Rep
resentative of 5 separate experiments.
proteins (17—20), we examined iftreatment with small,
celi-permeant V2R antagonists (21, 22) could stahilize
mutant receptors so as to ailow their maturation and
ccli surface expression.
Methods
Ccli culture. COS-1 ceils were maintained in DMEM
supplemented with 10% FBS (Immunocorp Sciences
Inc., Montreal, Quebec, Canada), 100 U/mL peni
ciilin/streptomycin, 125 g amphotericin B, 125 1g
sodium desoxycholate, 2 mM L-glutamine (ail from
Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada). Tran
sient transfection ofCOS celis was performed using the
DEAE-dextran method (23), and rhe ceils were allowed
to express the foreign DNA 48 hours before perform
ing experiments.
HEK-293 ceils were rendered stable for the expression
ofwiid-type or dei 62-64 V2R by transfection with 15
ig ofreceptor piasmid and I ig ofpSV2neo (Cionetech
Laboratories Inc., Palo Alto, California. USA). Single
isolate clones were grown and maintained in supple
mented DMEM containlng 300 jlg/mL-’. Geneticin
(Life Technologies).
Pretreatment ofcelis wirh the nonpeptidic \72R antag
onists 5R12 1463A and VPA-985 (generous gifts from C.
Serradeit-LeGai [ofSanofi Research, 31036 Toulouse
Cedex, Francej and W. Spineffi [ofWyeth-Ayerst Research,
Princeton, NewJersey USAI, respectively) was performed
for 16 hours or as indicated in the figure iegends. The
V2R antagonist (d(CH2)5’ ,D-Tyr(Et)2,Va14,Arg8,des-Gly9)-
vasopressin vas purchased from BACHEM Bioscience
Inc. (King ofPrussia, Pennsylvania, USA).
Genom ic DNA amplification a nd construction oftvild-type
anti mutant V2R expression vectors. Genomic V2R DNA vas
amplified from NDI patients and unaffected related
indwiduals using the PCR with a mutant 27-mer
oligonucleotide primer bearing a KpnI site (5’-CCCAGC-
CCCAGGTACCTCATGTCC-3’) and a mutant 22-mer
oligonucleotide primer hearing a SalI site (5’-GGATC-
CAAGTCGACCCCTFGCC-3’), which hybridize in the 5’
and 3’ unrransiared regions (UTR) ofthis gene. respec
tively. The PCR products were digested and subcloned 3’
to the c-Myc epitope tag sequence (MEQKLISEEDLNA)
into the pBC12BI mammalian expression vector (23).
Saturation binding and cAIvIP accumulation. Saturation
hinding isotherms werc performed on attached ceils
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with increasing concentrations of [3H]arginine vaso
pressin (NEN Life Sciences Products Inc., Boston, Mass
achusetts, USA) in die presence (to define nonspecific
binding) and absence ofan excess (l0 M) ofunlabeled
AVP (Peninsula Laboratories Inc., Belmont, California,
USA) as described previously (24). Total cAMP accumu
lation was measured by assessing die transformation of
[3H]ATP into {3H]cAMP as descnbed previously (25).
Metabotic labelingand immunoprecipitation. Stable HEK
293 cefls expressing the wild-type or dcl 62-64 V2Rwere
starved for 30 minutes in methionine-free DMEM, then
labeled for 30 minutes with 150 I.cCi/mLr1 [35S]-Transla-
bel (ICN Radiochemicals Inc., Irvine, California, USA)
in die saine medium. Ceils were lysed by sonication and
membranes were sedimented by centrifugation at
25,000gfor 30 minutes. The crude membrane prepara
tion was solubilized in 0.5% n-dodecyl-f3-D-maltoside
(Alexis Corp., San Diego, California, USA). The solubi
lized receptor was immunoprecipitated with an anti
myc agarose conjugate (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, Califomia, USA), and, where indicated, the
immunoprecipitated V2R was digested for 16 hours at
37°C wi± 4 mU endoglycosidase H (Endo H) or 40 mU
peptide N-glycosidase F (PNGase F; Roche Molecular
Biochemicals, Laval, Quebec, Canada). Jmmunopurified
receptors were subsequently resolved on 12% SDS
PAGE, treated with En3Hance autoradiography
enhancer (NEN Life Science Producrs), and exposed to
Biomax film (Eastman Kodak Co. Scientific Imaging
Systems, Rochester New York, USA) at -$0 °C.
Immunofluorescence microscopy andflou cytometry. b
determine ceil-surface receptor expression, celis were
incubated with the 91310 mAb (anti-myc; Santa Cruz
Biotechnology Inc.) in DMEM/HEPES on ice for 1
hour. The ceils were rinsed with DMEM/HEPES, fol
lowed by ice-cold PBS, and fixed with 3%
paraformaldehyde (PFA). Nonspecific sites were
quenched with a blocking buffer (PBS containing
0.2% BSA). After extensive rinsing, the ceils were
incubated with Oregon green-conjugated donkey
anti-mouse antibody (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) in blocking buffer for 30 minutes in
the dark. Labeling ofactin filaments was performed
with rhodamine-conjugated phalloidin (Molecular
Probes). After extensive washing, the coverslips were
mounted upside-down on glass microscope siides in
Airvol (Air Products and Chemicals Inc., Allentown,
Pennsylvania, USA) and viewed with a Zeiss Axioskop
fluorescent microscope (Cari Zeiss Inc., Thornwood,
New York, USA) equipped with x40 and xlOO
planapochromat objective lenses. For intracelluiar
labeling, ceils were first fixed with 3% PFA in PBS and
incubated with 0.2% Triton X-100 for 10 minutes.
The cells were treated with the 91310 or anti-cairetic
ulin antibody (StressGen Biotechnologies Corp., Vic
toria, British Columbia, Canada) in blocking buffer
at room temperature for 30 minutes. Labeling with
Oregon green-conjugated donkey anti-mouse anti
body is as described above. Double labeling was
viewed on a Biorad MRC 600 laser confocal micro
scope (BioRad Laboratories Ltd., Mississauga,
Ontario, Canada).
For flow cytometry, the ceils were washed with PBS
and incubated with 9E10 antibody in PBS for 1 hour at
room temperarure. Afrer rhis incubation, the ceils were
washed with PBS and incubated with phycoerythrin
conjugated goat anti-mouse antibody (Immunotech,
Westbrook, Maine, USA) in PBS for 1 hour at room
temperacure. The ceils were washed with PBS, fixed
with 3% paraformaldehyde, and anaiyzed on a FACSa
calibur Becton-Dickson flow cvtometer (Becton Dick
inson Immunocytometiy Systems, Sanjose, California,
USA) set up to derect phycoerythrin fluorescence (585
± 21 nm); 10,000 cells were anaiyzed for each sample.
Resuits
Intracettrilar retention ofthe det 62-64 V2R. Given that the
first cytoplasmic loop ofGPCR has neyer been impli
cated in ligand binding or G protein coupling, we rea
a 1.25
15 15 25 50 100 [DNA]
(igI2 xl 0 celis)
— del 62-64
w
>
Figure 2
Celis expressing rhe del 62-64 V2R mutant do not display AVP-bind
ng or signaling on whole celis. fa) Saruration-binding isotherm of
[3H]AVP to whole celis expressing the NT (open circles) and the del
62-64V2R(fiIIed circles). COS-1 cellsweretransfected with 15 igof
plasmid encoding either ‘NT or del 62-64 V2R. Specific binding s
expressed as picomoles per weB of[3H]AVP bound per weIl. Repre
sentarive of 3 separate experiments. (b) Accumulation ofcAMP in
celis expressing WT or del 62-64 V2R. COS-1 celis were transfected
with the indicared amounts ofplasmid DNA. The data are expressed
as an increase in CAMP levels above basal levels obtained et a 10-5M
AVP concentration and expressed as the mean ± SEM (n 4).
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Figure 3
SR1 21 463A treatment increases the presence ofthe del 62-64 V2R at the celi surface. Nonpermeabilized ceil immunofluorescence microscopy
of HEK-293 ceils stably expressing the del 62-64 V2R that were incubated for 16 hours in the absence (a) or presence (b) of 1 0- M
5R1 21463A. (c and U) Identical treatment as a and b performed on HEK-293 celis expressing the WT V2R. Bar 50 11m. (e-h) Same field
ofcells as a—d, viewed by phase-contrast microscopy. Representative of3 separate experiments.
soned that a mutation in this domain could lead to a
nonfunctional receptor as a consequence ofER reten
tion. Therefore, the expression and functional charac
teristics of an NDI mutant V2R bearing a 3-amino acid
deletion in the first cytoplasmic loop (dcl 62-64 V2R)
was examined. Immunofluorescence analysis of non
permeabilized ceils shows that in contrast w the wild
type receptor, the dcl 62-64 V2R was flot expressed at
the ccli surface (figure 1, a—c). However, upon ccli per
meabilization the dcl 62-64 V2R could be detecred
intracelluiarly (Figure 1, d and e), indicating that it was
properly synthesized. Synthesis ofthe full-length recep
tor was further confirmed by Western blot analysis
(data nor shown). Higher magnificarion ofpermeabi
lized ceils expressing del 62-64 V2R reveals a perinu
clear punctate labeling that is characterisric of ER
staining (Figure 1f). Colocalizarion with the ER-resi
dent protein caireticulin confirms that the dcl 62-64
V2R is indeed retained intracellularly at the level ofthe
ER (Figure 1, g and h). Consistent with this lack ofcell
surface receptor immunoreactivity is the absence of
[3Hlvasopressin binding (Figure 2a) and vasopressin
stimulated cAMP production (Figure 2b) in whole ceils
expressing rhe dcl 62-64 V2R.
Ccli-surface targeting andfitnctional ;-escue cfthe dcl 62-64
V2R upon antagonist treatment. As shown in Figure 3,
treating ceils with the selective, celi-permeant V2R
antagonisr SR121463A for 16 hours dramaricaliy
increased the ceil-surface expression ofthe dcl 62-64
V2R (Figure 3, a and b), whereas it did flot affect rhat of
the wild-type recepror (Figure 3, c and d). In an effort
to quantirare the effect ofrhe trearmenr on celi-surface
expression, How cytometry analysis in rhe presence and
absence ofSR12Ï463A was carried our. Increasing the
Figure 4
Concentration-dependent increase ofcell-surface del 62-64 V2R after SR1 21 463A treatment. Ceil-surface receptor expression was meas
ured by FACS ofHEK-293 ceils stably expressing either del 62-64 (a) orWT (b) V2R. CeIls were treated with the indicated concentrations of
SR1 21 463A. Representative of3 separate experiments. (c) Dose-dependent effect ofSRl 21 463A treatment on ceil-surface del 62-64 (FiIIed
triangles) and \A[f (flhled squares) V2R expression as quantified by the mean celi-surface fluorescence Intenslty obtained by FACS. The 100%
point was taken from ceils exposed to a 10-s M concentration ofSRl 21463A, and the 0% point was taken from ceils incubated without anti
myc antibody. There was no difference in celi-surface fluorescence intensity between untransfected HEK-293 ceils incubated with both anti
bodies and HEK-293 celis expressing the del 62-64 V2R that were incubated without anti-tnyc antihody. There was no difference in celi-sur
face fluorescence intensity between untransfected HEK-293 celis incubated with both anribodies and HEK-293 celis expressing the del 62-64
V2R that were incubated withour anrl-niyc antibody. The data are expressed as means ± SEM (n 3).
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Figure 5
Rescued signaling activity ofcells expressing the del 62-64 V2R after pretreatment with 5R121463A. (a) AVP-stimulated CAMP accumula
tion was measured in who!e HEK-293 cells stably expressing the de! 62-64 V2R. Cells were treated (or flot) with 1 Q5 M SR1 21 463A for 16
hours, washed extensively, and incubated (or flot) with 1 0- M AVP for 20 minutes. The data are expressed as means ± SEM (n 3). (b) Con
centration-dependent AVP-stimulated CAMP accumulation was measured in whole COS-1 cells transiently expressing the de! 62-64 V2R.
CelIs were treated with (filled triangles) or without (filIed squares) 10 M 5R1 21 463A for 16 hours, washed extensively, and incubated with
the indicated AVP concentrations. Representative of 3 separate experiments. (c) Dose-dependent effect ofSR121463A on AVP-stimulated
cAMP accumulation. HEK-293 ceils stably expressing the del 62-64 V2R were treated for 16 hours with the indicated concentrations of
SR121463A before the determination ofcAMP accumulation. The data are expressed as means ± SEM (n = 4). (U) Onset ofthe effect of
SR1 21 463A pretreatment on AVP-dependent CAMP accu mulation. H EK-293 ceils stably espressing the del 62-64 V2R were treated with 1 0
M 5R1 21 463A for the indicated times before assessing AVP-stimulated CAMP accumulation. Representative of 3 separate experiments.
concentration ofSR121463A resuits in an increase of
the ceil-surface fluorescence intensity (figure 4a) with
a haif-maximal effective concentration (EC50) of 2.2 X
10 M (Figure 4c). k should 5e noted that die absolute
mean fluorescence intensitv observed after trearment
of dcl 62-64 V2R-expressïng ceils with 10 M
SR121463A was as high as 30% ofthat observed for the
celis expressing the wild-type V2R Interestingly, under
the same conditions, vasopressin stimulation ofdcl 62-
64 V2R ceils produced 30% ofthe cAMP accumulation
obrained in cells expressing the wild-type V2R This
indicates that the mutant receptor is as effsciently cou-
pied to the cyclase stimulation pathway as the wild
type V2R once it is expressed at the ceil surface. The
antagonist treatment did flot affect the already maxi
mal fluorescence intensity ofcells expressing the wild
type V2R (Figure 45).
The increase in ceil-surface expression ofthe dcl 62-64
V2R promoted by SR121463A pretreatment lcd to the
functional rescue ofthis mutant protein. Indecd, after
removai ofrhe antagonist, stimulation ofthe del 62-64
V2R with vasopressin promoted cAMP accumulation
(Figure Sa) that was found to 5e concentration depen
dam (Figure 55). This is in sharp contrast w what is
observed in the absence ofSRl2 1463A pretreamient. As
was the case for ceil-surface expression, vasopressin
responsiveness was restored in an SR121463A concen
tracion-dependent manner (Figure Sc) with an EC50
value similar for die 2 phenomena (4.6 X 10 vs 2.2 X
10 M). This functional rescue ofthe dcl 62-64 V2R is
time dependent and cotild 5e observed as early as 1 hour
afrer die addition ofSR121463A to the ceils (Figure Sc).
In addition, the functional rescue observed in celis
expressing die dcl 62-64 V2R lasted for at least 24 hours
afrer die removal ofantagonist (data not shown). Taken
together, these data indicate diat treannent with die cd
permeant antagonist permits the trafficking ofreceptor
to die ce11 surface and diat die major defect ofthe dcl 62-
64 V2R is its inability to escape the ER in an appreciable
quantity. Once at the plasma membrane, this mutant
receptor is funcrionai and can induce cAMP production
in response w vasopressin sumulanon.
Antagonist treatlnentpromotes theproper maturation ofthe
det 62-64 V2R. In an effort to furrher characterize die
mechanism by which the antagonist promotes proper
celi-surface targeting and rescues funcrion of the dcl
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62-64 V2R, pulse-chase metabolic labeling experiments
were carried out. As shown in Figure 6, the V2R is syn
rhesized as a 3$-kDa precursor form that u processed
ta a mature 48-kDa species. In cefis expressing the wild
type receptor, this maturation process is unaffected b)’
the SR121463A treatment (figure 6, a—c). In the
absence ofSR121463A, the del 62-64 V2R precursor f5
very poarly processed to the mature form and accu
mulates for longer periods of cime before being degrad
ed (half-life ofover 3 hours compared with 30 minutes
for the wild-type V2R precursor; figure 6d). However,
SR121463A treatment favored the maturation ofthe
mutant receptor as evidenced by the appearance ofthe
48-kDa mature receptor form (figure 6, e and f).
The nature ofthe precursor and mature forms ofthe
receptor was conflrmed by their sensirivity ta Endo H
and the peptide PNGase F enzymes. Indeed, once pro-
teins mature past the medial saccule of Golgi complex,
they become resistant to oligosaccharide digestion by
Endo H but remain sensitive ta the actions ofPNGase
F (26). In the absence ofSR121463A treatment, the 38-
kDa del 62-64 V2R species was found ta be sensitive ta
both enzymes, as indicated by the increase in its elec
trophoretic mobility, confirming ci as a core glycasy
lated precursor receptor (Figure 7a). in contrast, the 48-
kDa form that accumulated upon SR121463A
treatment acquired Endo H resistance, indicating the
presence ofcomplcx carbohydrates characteristic ofthe
mature receptar (figure 7b). The absence ofcomplete
digestion by PNGase f reflects the presence ofO-linked
carbohydrates in the mature V2R (27).
The mamre/precursor receptor protein ratio at the 60-
minute chase cime was chen used as an index afthe mat
uration process ta determine the EC50 ofSRl2 1463A in
this assay. As seen in Figures 7, c and d, the lic50 far the
effect ofSR121463A on die maturation ofdel 62-64
V2R was found ta be 4.3 X 10g’ M, a value comparable
ta those found for its effects on function and ceil sur
face expression (4.6 and 2.2 X i0 M, respectively).
The resuits described above, and in particular the
observation chat the SR121463A treatment decreases
the haif-life af the del 62-64 V2R, suggest that the
antagonist acts by binding ta the intracellular precur
sor form ta fayot its proper folding. This concept is fur
ther supparted by the observation that die ceil-imper
meant V2R antagonist (d(CH2)s’,D-Tyr(Et)2,
Va14,Arg5,des-G1y9-vasopressin) (28) does flot mimic the
effect afSR121463A and, when used at concentrations
that saturate ceil-surface vasopressin receptors (10-i
M), did flot ïnterfere with the ability ofSR121463A ta
pramote ceil-surface targeting ofthe dcl 62-64 V2R as
assessed by flow cytometry analysis (Figure 8).
Severat NDI mutant receptors can befunctionatly rescued.
0f 15 mutants tested that showed littie or no ceil-sur
face receptor expression under control conditions,
SR121463A treatment restored bath celi-surface tar
geting and agonist-stimuiated signaling far 8 afthese
(Figure 9). The variation in the extent offunctional ces-
as assessed by cAMP production (e.g., the poor flmc
nonal recovery ofR337X), may reflect the fact that, in
addition ta being retained intracellularly, some mutants
may also be somewhat impaired in their ability ta pro
ductively interact with Gs and stimulate adenylyl cyclase
activfty (4, 5). Interestingly, the same subset of mutant
receptors that was rescued by SR121463A was also res
cued by tic another ceil-permeant nonpeptidic V2R
antagonist, VPA-985 (data flot shown), suggesting that
it is flot a property’ that ci unique ta SR121463A.
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Sensitivity ofthe mature and precursor V2R species to Endo H and
PNGase F. The nature ofthe del 62-64 V2R species was assessed n
pulse-chase metabolic-labeling experiments carried out in celis treat
ed (or not) with SR1 21 463A. The glycosylation state was determined
at the 60-minute chase time by treating the purified receptor with the
indicated enzymes. In the ab5ence ofSRl 21463A treatment fa), only
the precursor (open arrowhead) form that is sensitive to both
enzymes is observed, whereas following a 1 05-M SR1 21 463A treat
ment for 16 hours (b), the Endo H—resistant mature species s
observed (closed arrowhead). (c) Concentration dependence ofthe
SR1 21 463A-promoted maturation ofthe V2R. The effect ofthe mdi
cated concentrations ofSR121463A (for 16 hours) on the matura
tion ofthe del 62-64 V2Rwas assessed at the 60—minute chase time.
(U) The mature/precursor receptor ratio of the autoradiogram
shown in c wa calculated by densitometric analysis ofthe autora
diogram. Representative of 3 separate experiments.
Discussion
Antagonists have been shown previously to stabilize
GPCR into conformations that are more resistant to
downregulation. for instance, treatment of ceils
expressing the histamine-F{2 receptor with the antago
nists cimetidine and ranitidine, lead to an increase of
the receptor number (29). Such stabilization effects
have been more apparent for constitutively active
mutant receptors (30—32), which are known to be less
stable than their wild-type counterparts. In these cases,
it was assumed that the antagonists bind to the celi
surface receptors and stabihze a conformation that is
less amenahle to intemalization and degradation. Fol
lowing this reasoning, one could suggest that the effect
ofSR121463A in promoting the accumulation offunc
tional receptors at the ceil surface could also be due to
the stabifization ofa small contingent ofmutant recep
tors already expressed there. The data presented hère
do not support such a hypothesis. First, a peptide
antagonisc that does not penetrate the celi did not
mimic nor block feven when used at l0O-fold excess
concentration) the functional rescue promoted by the
SR121463A treatment. Second, the treatment with
SR121463A caused a more rapid and efficient process
ing ofthe del 62-64 V2R as reflected by the reduction
ofthe haif-life ofthe precursor and the increase in the
amount of mature receptor detectecL
Taken together, these data allow us to propose a
model in which small, nonpeptidic V2R antagonists
permeare the ceil and bind to incompletely folded
mutant receptors. This would then stabilize a confor
mation ofthe receptor that aflows its release from the
ER quality control apparatus. The stabilized receptor
would then be targeted to the cd surface where it cosild
bind vasopressin and promote signal transduction. As
such, thèse compounds would act as pharmacological
chaperones that promote receptor processing rhrough
their specific binding activit}’. Hotvever, one cannot
exciude rhe possibility that SR121463A could act as a
chemical chaperone by an undefined mechanism.
The model proposed above is consistent with the find
ing thar 2 NDI mutants that were found to be normal
ly expressed at the celi surface in the absence of
SR121463A but that are deficient in vasopressin-medi
ated cAMP production fD85N and V88M; ref. 33 and
SP121463A[OMl — +
PeptiU
•0- M
antagons: -
H
Figure 8
Intracellular mode ofaction ofSRl 21 463A on the rescue ofceIl-sur
face del 62-64 V2R. HEK-293 celis stably expressing the del 62-64
V2R were treated with or without 10-s M ofthe peptidic antagonist
d(CH2)51 ,D-Tyr( Et)2,Va14,Arg5,des-G1y9-vasopressin for 1 hour before
the addition of 5R121463A. A concentration of 10 M of
5R121463A was then added (or flot) to the celis for 6 hours. To
ensure that the peptidic ancagonist did not become degraded dur
ing the incubation period t was added every hour. CeN-surface recep
tor expression was measured by FACS® as described above. Celis
were scored as positive based on a 0% point taken without anti-myc
antibody and without any drug treatments. The data are expressed
as means ± SEM (n = 3).
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ref. 8, respectively) ceuld flot be funccionally rescued by
the antagonist treatment (data not shown).
The observation that antagonist treatmenr rescues
the function ofNDl vasopressin recepter mutants by
prometing their maturation and targeting to the plas
ma membrane may have important clinical implica
rions because it could offer a new therapeutic avenue
for the treatment ofthis disease. The potential for the
use cf nonpeptidic vasopressin antagonists in clinical
settings is further supported by the fact that the func
tional rescue observed in celis expressing the del 62-64
V2R lasted for at least 24 heurs after the removal ofthe
antagenists (data not shown). Therefore, antagonist
treatment could offer a simple alternative w the gene
therapy approach that vas proposed recently (34).
Whether or not a nonpeptidic agonist could also pro
mote rescue ofthe receptor is an interesting possibility
that remains te be investigated.
It has heen argued that, in centrast w cystic fibrosis
where the majerity cf patients share a unique mutation
(Af508) that leads to ER retention, the diversity cf
mutations (over 150 mutations) in NDI complicates
the search for rescue strategies cf intracellularly
retained mutant preteins (35). The results presented in
this study challenge this notion because 8 distinct
mutations could be rescued by the same treatment.
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Figure 9
SR1 21463A increases the celi-surface expressien and signaling activity ofseveral distinct NDI-V2R mutants. (a) ces-1 ceils transientiy trans
fected with plasmids enceding the indicated myc-tagged mutant V2 receptors detected by whele-ceil immunoflucrescence and phase-cen
trait microscepy. Ail mutants were found te be pooriy expressed at the ceii surface. (b) Treatment with 1 0- M SR 21 463A for 16 heurs
leads te celi-surface appearance efthese recepter mutants as assessed by fluorescence mlcrescepy. Bar = 50 pm. (c) Effects ofa pretreat
ment with 1 0- M SR1 21463A fer; 6 heurs en vasopressin-stimulated cAMP accumulatien in ces-1 cells expressing die varieus mutants as
indicated in a. The pesitien and nature ofthe amine acid replacement in each NDI-causing mutatien s indicated by the single ietter amine
acid cede. X indicates a stop ceden. Representative ef3 separate experiments.
106
Stabilization of protein conformation(s) that are
compatible with rheir export from the ER using small,
ceil-permeable ligands may represent a generally appli
cable rescue strategy. The generality ofthis approach is
further supported by the observation that at least 2 dif
ferent nonpeptidic V2Rantagonists, SR121463A and
VPA-985, rescued the same V2R mutants. Given that
many pathologies stem from intracellular retention of
othenvise functionai proteins (fora review see ref. 36),
this mechanism may offer a new therapeutic approach
to the treatment ofseveral different diseases resulting
from errors in protein kinesis.
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6.2 Deuxième article
Probing the ER site of action of the pharmacological chaperone SR121463 reveals a
role for DRiP78 upstream of cainexin in the folding of the V2 vasopressin receptor
Virginie Bernier, Stéphanie M. Pontier, Pascale G. Charest,
Daniel G. Bichet et IVlichel Bouvier
Soumis à Molecular Biology of the Ceil
2004
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L’article intitulé “ Probing the ER site of action of the pharmacological chaperone
SR121463 reveals a role for DRiP78 upstream of cainexin in the folding of the V2
vasopressin receptor” traite du mécanisme d’action des chaperons pharmacologiques.
Dans cet article, nous avons exploré le mode d’action des chaperons
pharmacologiques dans la récupération fonctionnelle des récepteurs V2 mutants portant la
mutation W164S. En diminuant la température de croissance des cellules exprimant les
récepteurs mutants, une augmentation de l’expression à la surface cellulaire des récepteurs
été observée. Ce résultat suggère que ces récepteurs mutants seraient retenus dans le
réticulum endoplasmique dû à un mauvais repliement tel que proposé dans la littérature
(Denning et ai., 1992). Un traitement avec le chaperon pharmacologique SR121463 a permis
la récupération fonctionnelle de ces récepteurs mutants accompagnée d’une diminution de la
quantité de récepteurs ciblés pour la dégradation en observant le taux d’ubiquitination. De
plus, nous avons démontré que le temps d’interaction entre les récepteurs mutants et la
calnexine, un chaperon moléculaire du réticulum endoplasmique, était diminué suite au
traitement avec le chaperon pharmacologique, suggérant que les chaperons
pharmacologiques agissent avant la dissociation de la cainexine du récepteur. Finalement,
nous avons montré que les récepteurs de la vasopressine peuvent interagir avec une autre
protéine du réticulum endoplasmique, DRiP78. Cependant, dans ce cas, les chaperons
pharmacologiques n’ont aucun effet sur cette interaction suggérant que DRiP78 agit avant
les chaperons pharmacologiques et donc avant la calnexin. En faveur avec cette
interprétation, alors que la maturation des récepteurs de type sauvage est augmentée, la
surexpression de DRiP78 n’a aucun effet sur la maturation des récepteurs mutants. Tous ces
résultats suggèrent que les chaperons pharmacologiques stabilisent une conformation native
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ou quasi-native de ces récepteurs mutants. De pius, ces résultats nous indiquent que les
chaperons pharmacologiques agiraient après DRiP78 mais avant le relâchement de la
cainexine.
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ABSTRACT
Conformational diseases often resuit from modest mutations in proteins that are
recognized by the endoplasmic reticulum (ER) quality control system as misfolded.
These proteins interact for longer periods of time with ER molecular chaperones, are
ubiquitinated and degraded by the proteasome and thus cannot reach their site of action.
Small molecules, termed pharmacological chaperones, can rescue their export from the
ER presumably by interfering with the quality controt system. We used an ER-retained
mutant (W1 64S) of the V2 vasopressin receptor (V2R), responsible for nephrogenic
diabetes insipidus, to determine at which step of the quality control system the
pharmacological chaperones exert their action. The pharmacological chaperone
SR121463-promoted rescue of WJ64SV2R was accompanied by a more efficient
maturation and reduced ubiquitination. SRI2 1463 treatment also decreased the
interaction time between W1 64SV2R and the molecular chaperone, cainexin, indicating
that the pharmacological chaperone acts either before or while cainexin is bound to the
receptor. In contrast, the pharmacological chaperone appears to act downstream of the
ER-resident protein, DRiP7$, which may be a molecular chaperone acting early in the
quality control system rather than an ER export protein as suggested. Taken together, our
resuits suggest that pharmacological chaperones stabilize native or near-native
conformations that promote ER-escape.
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INTRODUCTION
Numcrous qua!ity control mechanisms have evolved to protect living organisms
against aberrant cellular activity. One ofthese systems assures that only completely and
correctly folded proteins are allowed to reach their site of action. It involves the
participation of numerous accessory proteins known as molecular chaperones that, in
addition to assist protein folding, sense various “folding markers” (Smith et al., 199$) to
determine if the protein has reached its native conformation. In the cases of secreted or
transmembrane glycoproteins, specialized proteins involved in the export from the
endoplasmic reticulum tER) (Tan et al., 2004) then allow the processing of the folded
protein through the secretory pathway. If the native conformation is flot attained within
the time allowed by the quality control system. the protein will be retained in the ER,
retrotranstocated to the cytosol and polyubiquitinated before being degraded by the 26S
proteasome (Tsai et aÏ., 2002).
Studies carried out in the Iast decade have Iinked defects in this quality contro!
system to the etiology of a growing list of congenital and acquired conformational
diseases (Carre!! and Lomas, 1997;Kopito and Ron, 2000). In para!!el, efforts to
overcome these defects have Ied to the development of various interventions, including
the use of small mo!ecu!es that can successfully rescue proteins from the degradation
pathway (Morello et al., 2000a;Per!mutter, 2002;Conn et aï., 2002;Cohen and Ke!!y,
2003;Bemier et aï., 2004a;Bernier et aï., 2004b). However the precise mechanism of
action by which these molecutes exert their action remains poorly understood.
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for ER-retained mutant fomis ofthe V2 vasopressin receptors (V2R), leading to
nephrogenic diabetes insipidus (NDI), treatment with small lipophilic vasopressin
antagonists such as SR121463, VPA-9$5 and SR49059 have been shown to rescue their
ccli surface expression and function (Morello et al., 2000b;Wuller et aï., 2004;Bemier
et al., 2004c). Although the available data strongly suggest that these compounds act as
pharmacological chaperone by binding to the receptor in the ER and stabilizing a
conformation that is recognized as competent for ER export, the precise site of action
within the quality control system bas flot been identified.
The molecular chaperone calnexin has been shown to interact with many G
protein-coupled receptors (GPCRs) (Rozeli et al., 199$;Morello et al., 2001;Siffroi-
Fernandez et al., 2002;Lu et al., 2003 ;Butz et al., 2003) including the V2R (Morello et
al., 2001) suggesting a role for this lectin in the folding of this important class of
receptors. Consistent with such a role, the interaction time between cainexin and the
V2R was found to be significantly longer for a NDI ER-retained mutant form than for
the wild-type (WT) receptor (Morello et al., 2001). Such delayed release from calnexin
makes its interaction with mutant receptors a marker of choice to probe at which step
within the quality control system (ie: before or afier cainexin release) the
pharmacological chaperones act.
Another ER-resident protein that has been suggested to act at a crucial step in
the ER-export of GPCRs is the Dopamine Receptor interacting Protein (DRiP7$) which
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over-expression was found to promote the ER-retention of the Dl doparnine receptor
(D1R) and M2 muscarinic receptor (M2R) (Bermak et al.. 2001). The authors suggested
that DRiP7$ acted by binding to a newly identified ER-export motif (fxxxFxxxf)
located in the carboxyl tau of the receptors. Subsequently, over-expression of DRiP78
was reported to increase rather than decrease the export to the celi surface of another
GPCR, the angiotensin type lA receptor (AT1AR), (Leclerc et aÏ., 2002) thus confirming
the importance of this protein in GPCR biogenesis but questioning its exact role. The
action of DRiP7$ as a modulator of ER-export is further challenged by the suggestion
that mutations of residue close or within the proposed DRiP78 binding domain lead to
misfolding and flot ER-export defect (Krause et al., 2000).
In the present study, we have used a NDI ER-retained mutant form of the V2R
(WI64SV2R) to determine at which step the pharmacological chaperone, SR121463,
intervene within the quality control system and to further explore the role ofDRiP78 in
this process. Our findings indicate that SR12l463 acts before the mutant receptor is
released from calnexin and strongly suggest that DRiP78 is a molecular chaperone that
acts early in the receptor folding process rather than as an ER-export protein.
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MATERIALS AND METHODS
Materials
Dulbeco’s modified Eag!e’s medium (DMEM, fetai bovine serum (fBS), penicillin,
streptomycin, glutamine, fungizone, and phosphate-buffered saline (PBS) were ail from
Wisent Inc.. Ce!! culture plates and dishes were obtained from Coming. Bovine serum
a!bumine (B SA) arginine-8 vasopressin (AVP), 3-isobutyl-1 -methyl-xanthine (IBMX)
were purchased from Sigma Chemical Co. SR121463 was a generous gift from Sanofi
Synthe!abo Rescarch. Bradford reagent was acquired from Bio-Rad Laboratories. [3H)
adenine, [35 S]cysteine/methionine and En3Hance autoradiography enhancer were from
NEN Life Science Products. Oregon green conjugated anti-mouse antibodies were
purchased from Molecu!ar Probes. Rabbit anti-cainexin and rabbit anti-ubiquitin
antibodies were acquired from Stressgen. Rabbït anti-GFP was obtained from Clonetech.
Anti-myc agarose was from Santa Cruz Biotechnologies. Mouse anti-myc antibodies
(9E1 O c!one) was produced by our core faci!ity as ascite fluids. Biomax films were from
Eastman Kodak Co. Scientific Imaging Systems. The DeepB!ueC coelenterazine and
white Optiplate were from Perkin E!mer Life-Sciences.
DNA construct
The myc-WT V2R (More!lo et al., 2000b), WT-Renilla-!uciferase V2R (WT-Riuc V2R)
(Bemier et aï., 2004c), WT-GfPIO (Charest and Bouvier, 2003) (where GFPIO is a
variant form of the GfP containing the fo!!owing mutations: F64L, Y100F, SIO8T,
MI4IL, S147P. S202F, 1219V and H231L), GfP2-Ubiquitin (Perroy e! al., 2004) (where
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GFP2 is a variant form of the GFP containing the mutation F64L, Y100f, S10$T,
MI41L, 1219V and H231L), GABAbR2-GfPIO (Perroy et aÏ., 2003) and myc
WI64SV2R (Bichet et aÏ., 2002) were already available in the laboratory and their
construction described before. for BRET experiments, the WI64SV2R coding sequence
was sub-cloned in frame, 5’ of the Riuc or GFP1O coding sequence within the
pcDNA3.1-V2R-Rluc or pcDNA3.1-V2R-GFPJ 0, respectively, by substituting the wild
type receptor sequence for that of the W I 64SV2R using the the PstI and Hindili
restriction sites. DRiP78 was amplified by PCR from a cDNA library from human brain
(graciously provided by Dr. Stephen Michnick, Université de Montréal) using
oligonucleotides allowing the insertion ofNhel and Hindili restriction sites, 5’ and 3’ of
the DRiP7$ coding sequence respectively. Using these restriction sites, DRiP78 was then
cloned directly in frame upstream of the GFP2 coding sequencc in the pGfP2(N 1) vector
(Perkin Elmer) leaving a 14 amino acids spacer between the two proteins to generate the
DRiP7$-GfP2. DRiP78-Rluc was obtained by sub-cloneing the DRiP7$ insert in frame
with the hRluc coding sequence within the phRluc(N1) vector (Perkin Elmer) using the
Ndel and Hindiil restriction sites leaving a spacer of 14 amino acids between the two
proteins. Ail DNA constructs were confirmed by direct sequencing.
Ccli culture and transfections
HEK293T ceils were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS, 100 U/mI
penicillin/streptomycin and 2 mM L-glutamine. Mammalian expression plasmids were
transiently transfected in HEK293T celis using the calcium phosphate precipitation
procedure (Sambrook J et aÏ., 1989). CeIls were allowed to express the foreign DNA for
48 hours before performing the experiments.
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Fluorescence microscopy
Immunofluorescence studies were carried out as previous!y described (Morello et al.,
2000b). Briefly, for ce!! surface immunofluorescence, HEK293T ce!ls transient!y
expressing the myc-WTV2R or myc-W] 64SV2R were washed and incubated with
antibodies (1:250) directed against the myc-tag present at the N-terminus ofreceptors for
1 hour at 4°C. The celis were then washed, fixed with 3% PFA in PBS for 15 min at 4°C
and permeabilized with PBS/ 0.5% BSAJ 0.2% Triton X-100 for 10 min at room
temperature. In the case of permeabi!ized celis, immunofluorescence was carried out in,
ce!ls treated with PBS/ 0.5% BSA/ 0.2% Triton X-100 for 15 min prior addition ofthe
first antibody. lmmunoreactivity of the receptor was revea!ed using secondary Oregon
green conjugated anti-mouse antibodies (1:500), the cover slips were mounted on glass
microscope siides and the image were acquired on a Nikon-ec!ipse TE2000-U (Nikon)
microscope with a 60X objective or a Leica HM IRBE laser-scanning confoca!
microscope with a J OOX objective.
cAr4P accumulation
HEK 293T cel!s transiently expressing myc-WTV2R or myc-WI64SV2R in the presence
or absence of different quantities of DRiP7S-GFP were metabolical!y !abe!led with
[3H]adenine (2p.Ci/we!!) in 6 we!I p!ates for 16 hours at 37°C. They were then washed
twice with PBS, stimulated with 10 tM AVP for 20 minutes at 37°C and the reaction
stopped at 4°C with 5% tri-chloro acetic acid. The transformation of [3HIATP
into[3H]cAMP was assessed by separating the nuc!eotides using ions exchange
chromatography as previous!y described (Wong et al.. 1991).
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
HEK293T celis transiently expressing myc-W I 64SV2R were washed and incubated with
antibodies (1:500) directed against the myc-epitope for 1 hour at 4CC. Ceils were then
washed, fixed with 3% PFA in PBS for 15 min at 4°C and incubated with horseradish
peroxidase conjugated anti-mouse antibody (1:1000) for 30 minutes. The substrate o
phenylenediamine dihydrochioride was added according to the manufacturer’s
instructions for 7 minutes. The reaction was stopped with 200 j.tÏ of 3 N HC1, and
extinction was measured at 492 nm.
Metabolic labelling
HEK293T celis transiently expressing myc-WTV2R or myc-W1 64SV2R were starved for
30 minutes in methionine/cysteine-free DMEM, Iabelled for 30 minutes with 450
jiCi/1 OOmm petri dishes of [35S]-Translabel. Ceils were solubiÏized in 0,5% digitonin for
30 minutes. Immunoprecipitation was then carried out on the soulbilized fraction using
anti-cainexin or anti-myc antibodies and sepharose-conjugated protein G. following
denaturation of the immunoprecipitate in 1% SDS, the receptors were
immunoprecipitated using agarose-coupled anti-myc antibodies. Immunopurified
receptors were finaly resolved on 10% SDS-PAGE and the gel treated with En3Hance
autoradiography enhancer before being exposed to Biomax film at —80°C.
Immunoprecipitation and Western blot
Ceils were Iysed by sonication and membranes centrifuged at 36 000 g for 20 minutes.
The crude membrane preparation was then solubilized in 0.5% n-dodecyl-B-D-maltoside
(Roche Biochemicals) for I hour and centrifuged 1h at 145 000 g to get rid of insoluble
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material. lmmunopurified receptors, using an anti-myc antibody and sepharosc-coupled
protein G, were subsequently resolved on 10% SDS-PAGE and transfer on a
nitrocellulose membrane. Immunoblotting of DRiP7$-Gf P and GFP-Ubiquitin were
performed using rabbit anti-GfP antibody while the calnexin was performed using rabbit
anti-calnexin antibody. Immune complexes were then visualized by chemiluminescence
detection using anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated lgG. Immunoblotting of
myc-V2R was performed using mouse anti-myc horseradish peroxidasc-conjugated IgG.
Bioluminescence resonance energy transfer assay
HEK293T celis transiently transfected with a constant amount of DNA constructs
encoding the various Rluc-tagged proteins along with increasing quantities of vectors
encoding the GfP-tagged were washed with PIIS! 0.1% glucose, detached with P35!
5mM EDTA and resuspended in P35! 0.1% glucose. Celis were then distributed in 96-
weIl microplates (white Optiplate) at a density of —100 000 cells!well. DeepBlueC
coelenterazine was added at a final concentration of 5 jiM and readings immediately
collected using a modified Top-count apparatus (BRETC0unt, Packard) that allows the
sequential integration of the signals dctected in the 370-450 nm and 500-530 nm
windows using filters (Chroma) with the appropriate band pass. The BRET signal was
determined by calculating the ratio of the fluorescence emitted by the protein-GFPIO
(500-530 nm) over the light emitted by the protein-Rluc (370-450 nm) following the
addition DeepBlueC coelenterazine. The values were corrected by substracting the
background signal detected when the protein-Rluc was transfected alone. Total
luminescence (protein-Rluc) and fluorescence (protein-Gf P) was measured in each
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sample using a lumicount and fluorocount (Perkin Elmer Life Sciences). The BRET
signal obtained was plotted against the ratio ofRluc luminescence/GFP fluorescence.
Statistical analysis
Statistical significance of the difference was determined using paired Student’s t-test
analysis.
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RESULTS
Functional rescue of W164SV2R by an SR121463 treatment
As indicated in the introduction, non-peptidic antagonists have been proposed to
rescue the celi surface expression and function of many NDI ER-retained V2R mutants
by binding tue mutant proteins in the ER and promoting a conformation that is
compatible with ER export and plasma membrane targeting (Morello et aï., 2000b;Wuller
et al., 2004;Bemier et aï., 2004c). To further test this hypothesis and explore where, in
the quality control system, this pharmacological chaperoning takes place, we studied the
effects of the V2R antagonist, SRI2 1463, on the processing of the ER-retained
WY64SV2R mutant.
The concept that pharmacological chaperones act by promoting a conformation
that is similar or identical to that ofthe native WT receptor conformation infers that the
mutant receptor is retained because it adopts a conformation that is recognized as a
misfolded product. To confirm that WI64SV2R is indeed retained in the ER because it
fails to reach its native state, we took advantage of the fact that decreasing ceil growth
temperature (from 37°C to 3O°C) slows the folding and quality control processes thus
generally helping protein folding and allowing a greater proportion of mutant proteins to
reach a near-native state (Denning et al., 1992). To assess the effect of a lower
temperature growth on W164SV2R.cell surface expression, HEK293T cells transiently
expressing N-terminally myc-tagged WI64SV2R were grown at either 37°C or 30°C for
16 hours. CelI surface receptor expression was assessed by immunofluorescence
122
microscopy using an anti-myc antibody. As shown in figure 1, almost no receptor could
be detected at the surface of celis grown at 37°C consistent with the ER-retention profile
of this mutant. In contrast, substantial surface immunoreactivity was observed in cells
grown at 30°C indicating that decreasing the temperature increased the proportion of
WI64SV2R that could reach the ce!! surface thus confirming the conformational nature
ofthe mutation.
The pharmacological chaperoning action of SR12 1463 was then assessed in ce!!s
grown at 37°C. As shown in figure 2, treatment with SR121463 for 16 hours restored ce!!
surface expression of myc-WI64SV2R as assessed by immunofluorescence microscopy
and ELISA. As previously shown for other NDI mutants (Morello et aï., 2000b;Wuller et
al., 2004;Bernier et al., 2004e), the WJ64SV2R targeted to the plasma membrane
fo!lowing SR121463 treatment were functiona!. lndeed, whereas AVP was unable to
promote cAMP production in control WI64SV2R-expressing ce!!s, a 46 fold AVP
promoted stimulation was observed in SR121463-treated celis (Figure 2C). Taken
together, these resutts confirm that SRI2 1463 acts as a pharmacological chaperone on the
W1 64SV2R conformationa! mutant. This mutant was therefore used as a mode! to further
explore the molecular mechanism under!ying phamiacologica! chaperoning.
Effect of an SR121463 treatment on WJ64SV2R ubiquitination
1f, as previously proposed, pharmacologica! chaperones act in the ER by
stabilizing near-native conformations, one would predict that the increased maturation
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and ce!! surface expression promoted by SR121463 shou!d be accompanied by a
reduction in the number of receptor being targeted for degradation through the
ubiquitination-dependent pathway. To test this hypothesis, the effccts of SR12 1463 were
assessed in parallel on the maturation and ubiquitination of WI64SV2R. To this aim,
celis expressing myc-WJ64SV2R and a GFP-tagged ubiquitin (GfP-Ubi) were treated or
flot with SR121463 for 16 hours, the receptors solubi!ized, immunoprecipitated and
reso!ved by SDS-PAGE. The maturation state of the receptor was then assessed by
western b!ot analysis using an anti-myc antibody whereas the extent of ubiquitination was
probed on the same membrane using an anti-GFP antibody. in untreated cel!s, four
predominant immunoreactive species corresponding to an deglycosylated degragation
intermediate (—-3$kDa) (Petaja-Repo et aÏ., 2001), the core glycosylated precursor forrn
(‘—4OkDa) (Petaja-Repo et aÏ., 2001), and higher molecular weight species (--70 kDa and
92 kDa) were detected (Figure 3A). Consistent with the deficient ER processing of
WI64SV2R, a!most no immunoreactivity could be seen at the expected mobility for the
mature receptor form (-48kDa). In contrast, an immunoreactive band corresponding to
the mature receptor forni cou!d be readity detected fo!lowing SR121463 treatment
confirming that the pharmacologica! chaperone favoured the processing of the core
glycosylated precursor to the fully glycosyÏated mature form of the WI64SV2R. The
specific glycosylation state of each of the species was confirmed by endoglycosidase H
and PNGase F treatrnents (data not shown). Laser scanning ofthe blots revealed that the
proportion of mature W164SV2R form increased from !ess than 5% in control conditions
to 42% fo!lowing SR12 1463 trcatment (f igure 3A, lower panel). As shown in figure 33,
the poor processing of WJ 64SV2R in contro] conditions was accompanied by a
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significant basal level of receptor polyubiquitination. Indeed, a strong GFP-ubiquitin
immunoreactive signal was detected in the receptor immunoprecipitate that appeared as a
smear that extends to the top of the gel; a pattem highly characteristic of protein
polyubiquitination. Treatment with SRÎ 21463 for 16 hours lcd to an important decrease
in the polyubiquitination immunoreactive signal. When controlled for the total amount of
receptor immunoprecipitated, the ubiquitination signal was found to be reduced by 52%
(Figure 3B, lower panel) indicating that the increased receptor maturation is accompanied
by a decrease in the proportion of receptor being targeted to the polyubiquitination
dependent degradation pathway. Similar results were obtained when the ubiquitination
was assessed using a polyclonal anti-ubiquitin antibody to reveal the blots or after
sequentially immunoprecipitating the ubiquitinated proteins and then the receptor
confirming that the signal resulted from the ubiquitination of the receptor itself (data not
shown).
Two distinct mechanisms can be invoked to exp]ain the SR121463-promoted
reduction on WI64SV2R ubiquitination. 1) Binding of the pharmacological chaperone
stabilizes folding intermediates, allowing longer time for the receptor to reach its native
conformation thus resulting in less receptor being targeted to the
polyubiquitination/degradation pathway. 2) Binding of the pharmacological chaperone
favours the folding ofthe receptor either by inducing the proper folding or by stabilizing
native or near-native conformations thus actively leading to the ER-escape and
maturation of a greater proportion of the receptor. These two hypothetical mechanisms of
action would have opposite effects on the interaction between the folding receptor and
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specific molecular chaperones. Indeed, stabilization offolding intermediates should resuit
in a longer interaction with molecular chaperones that assist folding while stabilization of
native or near-native conformation should decrease such interactions. As indicated in the
introduction, one of the molecular chaperones that have been previously proposed to
assist folding ofthe V2R is caïnexin (Morello et al., 2001).
Effect of an SR121463 treatment on the interaction bebveen cainexin and
W164SV2R
To assess the effect of SR121463 treatment on the interaction between
W164SV2R and the molecular chaperone cainexin, the amount ofcalnexin associated to
the receptor was first assessed by Western blot analysis fottowing the
immunoprecipitation of myc-W1 64SV2R transiently expressed in HEK293T ceils. As
previously observed in figure 3A, 16 hour treatment with SR121463 Ied to a dramatic
increase in the amount of fully glycosylated mature W1 64SV2R monomers (Figure 4A).
This increase in maturation efftcacy was accompanied by a significant reduction of the
cainexin co-immuoprecipitated with the receptor as assed by the probing of the same
membranes with an anti-cainexin antibody (F igure 4B). When controlled for the amount
of receptor immunoprecipitated, the amount of cainexin associated with the receptor was
found to bc rcduced by 55 % following SRJ 21463 treatrnent (f igure 48, lower panel).
This cffect of SR121463 on the interaction with cainexin is consistent with a model
whereby the pharmacological chaperone stabitizes native or near-native conformations
leading to an accelerated release ofthe mutant receptor from cainexin.
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To directly test the hypothesis that SR121463 treatments changes the kinetic of
interaction between the mutant receptor and cainexin, the association time between
W1 64SV2R and the molecular chaperone was directly assessed in pulse-chase labelling
experiments. For this purpose, ceils expressing W I 64SV2R were treated or flot with
SR121463 for 16 hours before being labelled for 30 minutes in a methionine/cysteine
free medium containing [35S]methionine/cysteine. A chase of up to 90 minutes was then
initiated in the continued presence or absence of SRI2 1463 and the maturation of the
receptor as welI as its association with cainexin assessed by sequential
immunoprecipitation. As shown in figure 5A, only the precursor (4OkDa) and
deglycosylated degradation intermediate (38kDa) could be readily detected in untreated
ceils following receptor immunoprecipitation. No increase in the mature receptor form
could be detected during the chase under control conditions despite the time-dependent
decrease in the radio-labelled precursor form confirming that almost ail synthesized
W I 64SV2R are targeted for degradation. In contrast, appreciable maturation could be
seen during the chase period, foliowing SR121463 treatment, as indicated by the
apparition of the 4$kDa mature form of the receptor. Using the same samples, the
evolution of the calnexin-associated receptors was assessed by first immunoprecipitating
cainexin and then the receptor present in the cainexin immunoprecipitate. As expected,
only the precursor form and the deglycosylated degradation intermediate were co
immunoprecipitated with cainexin whether the celis were treated or not with SR121463
(Figure 53). The amount of radio-labelled receptor associated with cainexin decreased
during the chase period reflecting the release of receptor from cainexin either to enter the
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secretory pathway or to be targeted for degradation. Although such dissociation occurred
both in SR121463-treated and untreated ceils, the treatment with the pharmacological
chaperone dramatically increased the rate of dissociation. Indeed, while more than 50%
ofthe receptor initially (before initiating the chase) co-immunoprecipitated with cainexin
were stili associated with the molecular chaperone afier 90 minutes of chase under basal
conditions, almost no receptor could be detected at the same time when the ceils were
pre-treated with SR121463 (Figure 53). The quicker release from cainexin promoted by
the SR1 21463 indicates that the pharmacological chaperone acts before or while cainexin
is bound to the receptor most likely by stabilizing a native or near-native conformation.
Although the effect of the pharmacological chaperone treatment on the
ubiquitination and calnexin interaction kinetics are consistent with the notion that the
SR121463 acts by binding and stabilizing specific conformation(s) ofthe receptor in the
ER, these data do flot rule out a possible role for SR121463-promoted signalling at the
ceit surface. Indeed, SR121463 has previously been shown to act as an inverse agonïst
inhibiting the spontaneous receptor-stimulated adenylyl cyclase activity and weakly
activating the mitogen—activated protein kinase (Azzi et al., 2003). To test whether the
signalling activity of SR12 1463 could play a role in its pharmacological chaperoning
action, the effects of a 16 hour SRI2 1463 treatment were assessed in the presence of a
100 fold excess of the peptide antagonist, H3 192, that cannot cross the membrane but
should occupy ail surface receptor and either block or mimic the possible signalling
effect ofSR121463 at the plasma membrane. The concomitant treatment with H3192 did
flot mimic nor block the effect of SR121463 on the ubiquitination state or on the
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interaction with cainexin (data flot shown), confirming that SR121463 acted
intracelularly.
Dimerization of V2R
Since GPCR homo and heterodimerization have been suggested to occur early in
the biosynthetic pathway most likely in the ER (Terrillon and Bouvier, 2004) and to
possibly play a role in quality control (Salahpour et al., 2004;Kaykas et al., 2004) and
receptor trafficking (Marshall et al., 1999;Hague et al., 2004a;Hague et al., 2004b), we
next exammed whether a mutation such as W164S, which leads to the ER-retention ofthe
receptor, could affect the propensity of the receptor to dimerize and whether
pharmacological chaperone could influence such dimerization. To address these
questions, we took advantage of a bioluminescence resonance energy transfer (BRET)
approach that allows to probe the proximity between two proteins by measuring the
transfer of energy between a luminescent donor (Riuc) and a fluorescent acceptor (GfP)
aftached to the proteins of interest (Xu et aÏ., 1999) and was successfully used to study
GPCR dimerization in living celis (Angers et aï., 2000;Kroeger et aÏ., 2001 ;Mercier et
al., 2002;Ramsay et aï., 2002;Terrillon et aÏ., 2003). The dimerization of WTV2R and
WI64SV2R was therefore monitored by measuring the transfer of energy between WT
and W164S- V2R-Rluc and V2R-GFPIO fusion proteins. The two hybrid proteins were
transiently co-transfected in HEK293T celis and the energy transfer between the two
partners determined following the addition of coelenterazine DeepBlueC, the substrate
for Riuc. The propensity of the receptor to dimerize was specifically assessed in BRET
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titration experiments where the amount of the energy donor (receptor-RIuc fusion) is
maintained constant while the amount of energy acceptor (receptor-GfP 10 fusion) is
gradually increased. The BRET signal is then expressed as a function of the ratio of total
GFPI O fluorescence! total Rluc luminescence. As previously reported, such analysis
allows to distinguish specific from non-specific interactions and to compare the relative
propensity of receptors to assemble into oligomeric complexes (Mercier et al.,
2002;Ramsay et al., 2002). As shown in figure 6, the BRET signal increased as a
hyperbolic function of the GFP I 0!RIuc ratio for both the W i 64SV2R-Rluc/W I 64SV2R-
GEPI O and WTV2R-Rluc/WTV2R-GfPI O pairs consistent with the formation of specific
dimers for the two receptors. This contrasts with the weak and quasi-linear increase in the
BRET signal observed between WI64SV2R-Rluc and the unrelated GPCR GABAbR2-
GFPIO used as specificity control. The positive BRET signal observed for the WT V2R
confirms previous studies demonstrating that this receptor can readily form homodimers
(Terrillon et aÏ., 2003). The very similar BRET curves observed for the WTV2R and
WI64SV2R dimers indicates that the mutation did flot noticeably influenced the
dimerization process suggesting that the oligomeric assembly occurs before the receptor
reaches its completely folded native conformation. Consistent with this conclusion that
dimerization occurs previous to ER-export most likely very early in the folding processes
is the observation that treatment with the SR1 21463 did not affect the BRET titration
curve observed for the WI64SV2R-Rluc!WI64SV2R-GFP1O pair (Figure 6) suggesting
that the pharmacological chaperone action occurs downstream of the dimerization
process.
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Effect of an SR121463 treatment on the interaction between DRiP78 and
W164SV2R
The preceding resuits indicate that assessing the effect of the pharmacological
chaperone on specific steps of the quality control system allows their relative positioning
in the cascade ofevents leading from receptor initial folding to its export from the ER. As
indicated in the introduction, a previous study lias suggested that DRiP78, an ER-resident
transmembrane protein, could act as ER export protein for GPCR (Bermak et al., 2001).
However, other data have indicated that the receptor region involved in DR1P78 binding
is implicated in receptor folding radier than export (Krause et al., 2000) thus raising
questions concerning the exact role of this newly uncovered ER protein. In an effort to
further our understanding of the role of DR1P78, we took advantage of the
pharmacological chaperone action to locate DRiP78 within the quality control cascade.
lndeed, if DRiP7$ acts as a specialized ER-export protein downstream of the effect of
SR121463 on cainexin, one wouÏd expect that its interaction with ER-retained mutant
receptors would be affected by the pharmacological chaperone. To test this hypothesis,
we investigated the interactions between DR1P7$ and both WTV2R and W 1 64SV2R in
the presence and absence ofSR121463.
First, the subceltutar distribution of DRiP7$, WTV2R and WI64SV2R was
assessed by confocal fluorescence microscopy. As shown in figure 7A, DRiP78-GFP
colocalized almost perfectly with the WJ64SV2R in a perinuclear region and a
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reticulated network of permeabilized celis, consistent with the ER localization ofthe two
proteins. This contrast with the Iack of colocalization between DRiP7$-GFP and the ccli
surface WTV2R in non-permeabiiized ceils (Figure 73) confirming that DRiP78 cannot
reach the plasma membrane and is most likely an ER-resident protein (Bermak et aï.,
2001).
The potential interaction between DRiP7$ and both WTV2R and WJ 64SV2R was
then assessed by co-immunoprecipitation. myc-W1 64SV2R or myc-WTV2R transiently
expressed with DRiP7$-GfP were immunoprecipitated using an anti-myc antibody and
the extent of association with DRiP7$-GFP assessed by Western biot analysis using an
anti-GFP antibody. As shown in figure 7C, DRiP78 could be co-immunoprecipitated with
both WJ64SV2R and WTV2R and the SR121463 treatment was without apparent effect
on the extent of co-immunoprecipitation (data not shown). Aithough the co
immunoprecipitation data indicate that the SRI2 1463 treatment does not effect the
interaction of W1 64SV2R with DR1P78, this interaction was further investigated in living
celis using BRET.
To monitor the interaction between the receptors and DRiP78, 3RET titration
curves werc carried out as described above in celis transiently co-expressing DRiP7$-
Rluc and either WTV2R-GFPJO or WI64SV2R-GFPIO. As shown in figure 8A,
hyperbotic and saturable BRET titration curves were obtained for both WTV2R-GFPI O
and WI64SV2R-GFP1O indicating specific interactions between DRiP7$ and the V2Rs.
Similarly to what was observed in the co-immunoprecipitation experiments, the 16 hour
treatment with SRI2 1463 was without effect on the BRET titration curve for either
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WTV2R or WI64SV2R indicating that the pharmacological chaperone is without effect
on the interaction between the receptors and DRiP7$. These resutts indicate that DRiP7$
acts before the pharmacological chaperone within the ER quality control cascade. Given
the fact that the SRI 21463 treatment did decrease the extent and the time of interaction
between WI64SV2R and cainexin. these data strongly suggest that DRiP7$ acts on the
receptor before cainexin and thus probably flot as an ER-export protein.
As indicated above, previous studies have suggested that DRiP7$ overexpression
can inhibit the ceil surface expression ofDlR and M2R (Bermak et aÏ., 2001). It could
therefore be argued that the lack of effect of SRI2 1463 treatment on the interaction
between WI64SV2R and DRiP78 could be due to an inhibition of the export of the
receptor resulting from the overexpressÏon of DRiP7$-GFPIO. To directly test this
possibility, we again used BRET but this time taking advantage ofthe fact that the extent
of the maximal BRET signal is determined by the proportion of the total RIuc-fusion
protein that is available for the interaction. lndeed, the RIuc-fusion protein that is
unavailable for the interaction (for example as a result of localization in a different
subcellular compartment) contributes to a luminescence signal that cannot be transmitted
to the GFPIO-fusion protein thus yielding a lower maximal BRET signal (the BRET
signal being calculated as the ratio of light emitted by the GFPI 0/ the total
luminescence). Thus, the effect ofthe SR121463 on the exit of WI64SV2R from the ER
was assessed by monitoring the BRET between WI64SV2R-Rluc and DRiP78-GfP1O
(the inverse orientation of the one used to probe the interaction between the receptors and
DRiP7$ in the ER). As shown in figure $B, the maximal BRET signal obtained between
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WI64SV2R-Rluc and DRiP7$-GfPIO was dramatically reduced by the pharmacological
chaperone treatment indicating that an important proportion of the W i 64SV2R-Rluc was
exportcd from the ER and thus could flot intcract anymore with the ER-resident DRiP78-
GfPIO. As expected, the SRI 21463 treatment had no effect on the maximal BRET signal
observcd between WTV2R-Rluc and DRiP78-GFPIO consistent with the fact that this
receptor could already be exported out of the ER under basal conditions. Taken together,
these resuits clearly indicate that overexpression of DRiP7$-GfPI O did flot inhibit the
pharmacological chaperone action on the ER export of WI64SV2R. Therefore, the lack
of effect of SR121463 on the interaction between the mutant receptor and DRiP78,
assessed in the ER, most-likely reflects an action of the pharmacological chaperone
downstream of DRiP78.
The effect of DRiP78 on the receptor expression was then directly assessed. For
this purpose, myc-WI64SV2R or myc-WTV2R were co-expressed with different
concentrations of DRIP78-GfP, the receptors immunoprecipitated and the myc
immunoreactivity revealed by Westem-blot analysis. As shown in figure 9A,
overexpression of DRiP7$ had no effect on the amount of immunoreactive WI64SV2R
detected. Not only was the amount of precursor form not increased but the
overexpression of DRiP7$ did not promote the formation of mature receptors that
remained undetectable. Not surprisingly, no vasopressin-stimulated cAMP accumulation
could be detected in ceils expressing W1 64SV2R whether DRiP7$ was overexpressed or
flot consistent with the lack of mature receptor (Figure 93). In contrast, overexpressing
DRiP7$ had a dose dependent effect on the amount of immunoreactive WTV2R
immunoprecipitated (f igure 9C). Interestingly, both the precursor and mature forms of
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the receptors appeared to be increased proportional]y indicating that DR1P78 stabilized
folding intermediates rather than promoting the maturation of an increased proportion of
the receptor. This increase in receptor expression was accompanied by a significant
potentiation of the vasopressin-stimulated cAMP production observed in ceils co
expressing myc-WTV2R and DRiP78-GfP (f igure 9D) confirming that more mature and
functional receptors were expressed in these celis. These resuits suggest that
overexpression of DRiP78 is not sufficient to correct the misfolding of a mutant V2R but
can promote the processing ofproperly folded WT receptor.
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DISCUSSION
Previous studies have shown that pharmacologicatly selective receptor ligands can
rescue celi surface expression and function of otherwise ER-retained mutant GPCRs
(Reviewed in (Bemier et al., 2004a)). Based on the observations that only lipophilic
compounds permeating ceil membranes have this effect (Morello et al., 2000b;Petaja-
Repo et al., 2002;Janovick et al., 2002;Bemier et aï., 2004c) and that treatment with
these compounds promoted receptor maturation from core glycosylated precursor to fully
glycosylated mature forms (Morello et aï., 2000b;Petaja-Repo et al., 2002;Bemier et al.,
2004c), it was proposed that the Ïigands acted as pharmacological chaperones by binding
to the receptors in the ER, somehow allowing them to escape the quatity control system
and reach their site of action. In the present study, the demonstration that SRI 21463
decreases the ubiquitination of the ER-retained W1 64SV2R mutant and modulates its
interaction with the molecular chaperone cainexin unambiguously confirms the ER as the
site of action ofthe pharmacological chaperone.
Although the pharmacological chaperones act in the ER, their selectivity of action
indicate that they interact with the receptor through its classical binding pocket thus
inferring that the receptor has to be at least partially folded before the pharmacological
chaperone can act. This leaves two potential mechanisms of action. 1) The
pharmacological chaperone binds and stabilizes folding intermediates that have acquired
at least a primitive binding pocket, protecting them against aggregation or degradation
thus aÏlowing longer time for the receptor to reach the native conformation that can then
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escape the ER. This “kinetïca!Iy based” mechanism of action is reminiscent of the one
proposed to explain the effect of ce!! growth temperature on protein maturation efficacy
(Denning et al., 1992). 2) The pharmacological chaperone favours the fo!ding of the
receptor either by inducing the proper fo!ding or by stabi!izing native or near-native
conformations thus actively leading to the ER-escape. The observation that SRI2 1463
treatment decreascd the interaction time between the fo!ding receptor and cainexin
clearly favours the second mechanism since stabi!ization and protection of fo!ding
intermediates against degradation should have !ead to an increased association time with
cainexin. Our finding that catnexin can interact with V2R and that this interaction can be
modulated by se!ective receptor ligands also confirms previous findings indicating that
this molecular chaperone ofthe primary qua!ity control system p!ays an important role in
the folding of GPCR (Roze!! et al., 199$;Morello et al., 2001;Siffroi-Fernandez et aï.,
2002;Lu et aï., 2003;Butz et al., 2003). 0f particu!ar interest, we found that ca!nexin
cou!d be co-immunoprecipitated with both the core-g!ycosylated precursor and
deg!ycosy!ated degradation intermediate of the receptor. This is consistent with the dua!
role that cainexin plays in assisting the fo!ding of the protein precursors on one hand and
escorting the protein that cannot reach their native state to the degradation machinery on
the other hand (Kamhi-Nesher et aÏ., 2001).
Given the important ro!e that ca!nexin is be!ieved to play in sensing and
contro!ling protein fo!ding in the ER, it may flot be surprising to find that the
pharmacological chaperone influences its interaction with ER-retained receptors.
However, in addition to show that the pharmacological chaperones interact with the
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receptors and have their action before the receptor leaves calnexin, this finding provides a
useful tool to position specific receptor folding events in relation to calnexin. The
observation that W1 64SV2R and WTV2R had the same propensity to dimerize and that
SR121463 had no influence on the dimerization clcarly positions receptor dimer
assembly before calnexin binding demonstrating as previously suggested that GPCR
dimerization occurs at an early step in the biosynthetic pathway (Terrillon et al.,
2003;Salahpour et al., 2004) most Iikely before folding is completed.
The lack of effect of SR121463 on the interaction between WJ64SV2R and
DR1P78 in the ER clearly indicates that DRiP78 is acting before the receptor leaves
cainexin. lndeed, if DRiP78 acted downstream from calnexin, one would predict that the
SR121463-promoted release of WI64SV2R from calnexin would lead to an increased
interaction between the mutant receptor and DRiP7$. This observation contrasts with the
proposition that DRiP7$ could be an ER-export molecule for GPCRs (Bermak et al.,
2001) which by definition should act downstream of calnexin release. It may rather
suggest that DRIP7$ is a molecular chaperone; a proposition in line with the
demonstration that a hydrophobic motif located close to the putative DRiP78 binding site
of V2R serves as folding sensor and not ER-export signal (Krause et al., 2000).
Two main groups of molecular chaperones involved in the process of folding of
secreted and membrane proteins have been describcd (Molinari and Helenius, 2000). The
first group, a pre-assembÏed complex including BiP (or GRP7$), GRP94, CaBPI, PDI,
cyclophilin B, ERp72, GRPI7O, UDP-glucosyltransferase and SDF2-L1, functions more
13$
by preventing aggregation of newly synthesized proteins by binding to hydrophobic
patches and act while the protein is being translocated in the ER lumen (Meunier et al.,
2002). The second group of molecular chaperones, including calnexin and calreticulin,
would have a more active role in assisting the folding of the neo-synthesized proteins
(Molinari and Helenius, 2000). Since DRiP7$ appears to bind close to a hydrophobic
motif (Bermak et al., 2001) and to exert its action before calnexin, it could be proposcd
that DRiP78 may belong to the first group of molecular chaperones interacting with Bip.
Such an early action of DRiP78 with a group of molecular chaperones involved in
protecting the neo-nascent protein against aggregation and degradation rather than in the
active folding or in ER export would be consistent with the observation that its
overexpression can increase both the precursor and mature forms of the WT receptor
without assisting the folding ofthe mutant receptor.
In conclusion, our data clearly indicate that the pharmacological chaperone
SR121463 rescues celi surface expression and function of the ER-retained WI64SV2R
by stabilizing native or quasi-native receptor conformation thus favouring a rapid release
from calnexin. Our data also suggest that the recently discovered ER-resident protein
DRiP7$ functions as a molecular chaperone acting upstream of calnexin rather than as an
ER-export protein as previously suggcsted. Taken together, our resuits clearly
demonstrate that pharmacological chaperones can restore the biological function of ER
retained mutants by interfering with specific steps ofthe quality control system ofthe ER
thus opening the way for the development of new therapeutic strategies targeting the
quality control system for the treatment ofthe growing list ofconformational diseases.
139
REFERENCES
Angers,S., Salahpour,A., joly,E., Hi!airet,S., Chelsky,D., Dennis,M., Bouvier,M. (2000).
Detection of beta2-Adrenergic Receptor Dimerization in Living Ceils Using
Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BREF). Proc.NatI.Acad.Sci.USA 97,
3684-3689.
Azzi,M., Charest,P.G., Angers,S., Rousseau,G., Kohout,T., Bouvier,M., Pineyro,G.
(2003). Beta-arrestin-mediated activation of MAPK by inverse agonists reveals distinct
active conformations for G protein-coupled receptors. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 100,
11406-11411.
Bermak,J.C., Li,M., Bullock,C., Zhou,Q.Y. (2001). Regulation of transport of the
dopamine Dl receptor by a new membrane-associated ER protein. Nat.CelI Bio!. 3, 492-
498.
Bemier,V., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2004a). Pharmacological chaperone action on G
protein-coupled receptors. Curr.Opin.Pharmacol. 4, 528-533.
Bernier,V., Lagace,M., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2004b). Pharmaco!ogical chaperones:
potential treatrnent for conformationa! diseases. Trends Endocrino!.Metab 15, 222-228.
Bernier,V., Lagace,M., Lonergan,M., Arthus,M.F., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2004c).
Functional rescue of the constitutively intemalized V2 Vasopressin receptor mutant
R137H by the pharmaco!ogical chaperone action of SR49059. Mo!.Endocrinol. 18, 2074-
2084.
140
Bichet, D. G., Bouvier, M., Brouard, R., Morello, J.-P., Bemier, V., Lonergan, M., and
Arthus, M. F. Decrease in urine volume and increase in urine osmolality after SR49059
administration in five adult male patients with X-linked nephrogenic diabetes insipidus.
J.Am.Soc.Nephrol. abstract no SA-FC193 13:40A. 2002.
Butz,J.A., Niebauer,R.T., Robinson,A.S. (2003). Co-expression of molecular chaperones
does not improve the heterologous expression of mammalian G-protein coupled receptor
expression in yeast. Biotechnol.Bioeng. 84, 292-304.
Carrell,R.W., Lomas,D.A. (1997). Conformational disease. Lancet 350, 134-138.
Charest,P.G., Bouvier,M. (2003). Palmitoylation of the V2 vasopi-essin receptor carboxyl
tau enhances beta-arrestin recruitment leading to efficient receptor endocytosis and
ERK1/2 activation. J Biol.Chem. 278, 41541-41551.
Cohen,f.E., Kelly,J .W. (2003). Therapeutic approaches to protein-misfolding diseases.
Nature 426, 905-909.
Conn,P.M., Leanos-Miranda,A., Janovick,J.A. (2002). Protein Origami Therapeutics
Rescue ofMisfolded Gene Products. Molecular interventions 2, 308-3 16.
Denning,G.M., Anderson,M.P., Amara,J.F., Marshall,J., Smith,A.E., Welsh,M.J. (1992).
Processing of mutant cystic fibrosis transmembrane conductance regulator us
temperature-sensitive [see comments]. Nature 358, 76 1-764.
141
Hague,C., Uberti,M.A., Chen,Z., Bush,C.f., Jones,S.V., Ressler,K.J., Ha!1,R.A.,
Minneman,K.P. (2004a). O!factory receptor surface expression is driven by association
with the beta2-adrenergic receptor. Proc.Nat!.Acad.Sci.U.S.A 101, 13672-13676.
Hague,C., Uberti,M.A., Chen,Z., Ha!1,R.A., Minneman,K.P. (2004b). Ce!! surface
expression of alphalD-adrenergic receptors is controlled by heterodimerization with
alphalfl-adrenergic receptors. J.Bio!.Chem. 279, 15541-15549.
Janovick,J.A., Maya-Nunez,G., Conn,P.M. (2002). Rescue of hypogonadotropic
hypogonadism-causing and manufactured GnRH receptor mutants by a specific protein
folding template: misrouted proteins as a nove! disease etio!ogy and therapeutic target.
J.Clin.Endocrinol.Metab 87, 3255-3262.
Kamhi-Nesher,S., Shenkman,M., To!chinsky,S., Fromm,S.V., Ehrlich,R.,
Lederkremer,G.Z. (2001). A nove! quality control compartment derived from the
endop!asmic reticu!um. Mol.Bio!.Cell 12, 1711-1723.
Kaykas,A., Yang-Snyder,J., Heroux,M., Shah,K.V., Bouvier,M., Moon,R.T. (2004).
Mutant Frizzled 4 associated with vitreoretinopathy traps wild-type frizzled in the
endoplasmic reticulum by o!igomerization. Nat.Ce!1 Bio!. 6, 52-58.
Kopito,R.R., Ron,D. (2000). Conformational disease. Nat.CeIl Bio!. 2, E207-E209.
Krause,G., Hermosil!a,R., Oksche,A., Rutz,C., Rosenthal,W., Schu!ein,R. (2000).
Molecular and conformational features of a transport-re!evant domain in the C-terminal
tau ofthe vasopressin V(2) receptor. Mo!.PharmacoÏ. 57, 232-242.
142
Kroeger,K.M., Hanyaloglu.A.C., Seeber,R.M., Miles,L.E., Eidne,K.A. (2001).
Constitutive and agonist-dependent homo-oligomerization of the thyrotropin-releasing
hormone receptor. Detection in living cetis using biolumïnescence resonance energy
transfer. J.Biol.Chem. 276, 12736-12743.
Leclerc,P.C., Auger-Messier,M., Lanctot,P.M., Escher,E., Leduc,R., Guillemette.G.
(2002). A polyaromatic caveotin-binding-like motif in the cytoplasmic tait of the type 1
receptor for angiotensin II plays an important role in receptor trafficking and signaling.
Endocrinology 143, 4702-4710.
Lu,M., Echeverri,F., Moyer,B.D. (2003). Endoplasmic reticulum retention, degradation,
and aggregation ofolfactory G-protein coupled receptors. Traffic. 4,416-433.
Marshall,f.H., Jones,K.A., Kaupmann,K., Bettler.B. (1999). GABAB receptors - the first
7TM heterodimers. Trends Pharmacol.Sci. 20, 396-399.
Mercier,J.f., Salahpour,A., Angers.S., Breit,A., Bouvier,M. (2002). Quantitative
assessment of beta 1- and beta 2-adrenergic receptor homo- and heterodimerization by
bioluminescence resonance energy transfer. J Biol.Chem. 277, 44925-44931.
Meunier,L., Usherwood,Y.K., Chung,K.T., Hendershot,L.M. (2002). A subset of
chaperones and folding enzymes form multiprotein complexes in endoplasmic reticulum
to bind nascent proteins. Mol.Biol.Cell 13, 4456-4469.
Molinari,M., Helenius.A. (2000). Chaperone selection during glycoprotein transiocation
into the endoplasmic reticulum. Science 288, 331-333.
143
Morello,J.P., Petaja-Repo,U .E., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2000a). Pharmacological
chaperones: a new twist on receptor folding. Trends Pharmacol.Sci. 21, 466-469.
Morello,J.P., Salahpour,A., Laperriere,A., Bernier,V., Arthus,M.F., Lonergan,M., Petaja
Repo,U., Angers,S., Morin,D., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2000b). Pharmacological
chaperones rescue celi-surface expression and function of misfolded V2 vasopressin
receptor mutants. J.Clin.Invest 105, 887-895.
Morello,J.P., Salahpour,A., Petaja-Repo,U .E., Laperriere,A., Lonergan,M., Arthus,M.F.,
Nabi,I.R., Bichet,D.G., Bouvier,M. (2001). Association of cainexin with wild type and
mutant AVPR2 that causes nephrogenic dïabetes insipidus. Biochemistry 40, 6766-6775.
Perlmutter,D.H. (2002). Chemical chaperones: a pharmacological strategy for disorders
ofprotein folding and trafficking. Pediatr.Res. 52, 832-$36.
Perroy,J., Adam,L, Qanbar,R., Chenier,S., Bouvier,M. (2003). Phosphorylation
independent desensitization of GABA(B) receptor by GRK4. EMBO J 22, 3816-3824.
Perroy, J., Pontier, S. M., Charest, P. G., Aubry, M., and Bouvier, M. Real time
monitoring ofubiquitination in living celis by BRET. Nature Methods. 2004. In Press
Petaja-Repo,U.E., Hogue,M., Bhalla,S., Laperriere,A., Morello,J.P., Bouvier,M. (2002).
Ligands act as phamiacological chaperones and increase the efficiency of delta opioid
receptor maturation. EMBO J. 21, 162$-1637.
Petaja-Repo,U .E., Hogue,M., Laperriere,A., BhaIla,S., Walker,P., Bouvier,M. (2001).
Newly synthesized human delta opioid receptors retained in the endoplasmic reticulum
144
are retrotranslocated to the cytosol, deglycosylated, ubiquitinated, and degraded by the
proteasome. J.Biol.Chem. 276, 4416-4423.
Ramsay,D., Kellett,E., McVey,M., Rees,S., Milligan,G. (2002). Homo- and hetero
oligomeric interactions between G-protein-coupled receptors in living celis monitored by
two variants of bioluminescence resonance energy transfer (BRET): hetero-oligomers
between receptor subtypes form more efficiently than between less closely related
sequences. Biochem.J. 365, 429-440.
RozeIl,T.G., Davis,D.P., Chai,Y., Segaloff,D.L. (199$). Association of gonadotropin
receptor precursors with the protcin folding chaperone cainexin. Endocrinology 139,
158$-1593.
Salahpour,A., Angcrs,S., Mercier,J.f., Lagace,M., Marullo,S., Bouvier,M. (2004).
Homodimerization of the beta2-adrenergic receptor as a prerequisite for cdl surface
targeting. J.Biol.Chem. 279, 33390-33397.
Sambrook J, Fritsch Ef, Maniatis T (1989). In: Molecular cloning a Iaboratory
manualPlainview, NY: CoId Spring Harbor Laboratoiy Press.
Siffroi-femandez,S., Giraud,A., Lanet,J., Franc,J.L. (2002). Association of the
thyrotropin receptor with catnexin, calreticulin and BiP. Efects on the maturation of the
receptor. Eur.J.Biochem. 269, 4930-4937.
Smith,D.F., Whitcscll,L, Katsanis,E. (1998). Molecular chaperones: biology and
prospects for pharmacological intervention. Pharmacol.Rev. 50, 493-514.
145
Tan,C.M., Brady,A.E., Nickols,H.H., Wang,Q., Limbird,LE. (2004). Membrane
trafficking of G protein-coupled receptors. Annu.Rev.Pharmacol.Toxicol. 44, 559-609.
Terrillon,S., Bouvier,M. (2004). Roles of G-protein-coupled receptor dimerization.
EMBO Rep. 5, 3 0-34.
Terrillon,S., Durroux,T., Mouillac,B., Breit,A., Ayoub,M.A., Taulan,M., Jockers,R.,
Barberis,C., Bouvier,M. (2003). Oxytocin and vasopressin Via and V2 receptors form
constitutive homo- and heterodimers during biosynthesis. Mol.Endocrinol. 17, 677-691.
Tsai,B., Ye,Y., Rapoport,T.A. (2002). Retro-transiocation of proteins from the
endoplasmic reticulum into the cytosol. Nat.Rev.MoI.Cell Biot. 3, 246-255.
Wong,Y.H., Fcdcrman,A., Pace,A.M., Zachary,I., Evans,T., Pouyssegur,J., Bourne,H.R.
(1991). Mutant alpha subunits ofGi2 inhibit cyclic AMP accumulation. Nature 351, 63-
65.
Wuller,S., Wiesner,B., Loffler,A., furkert,J., Krause,G., Hermosilla,R., Schaefer,M.,
Schulein,R., Rosenthal,W., Oksche,A. (2004). Pharmacochaperones post-translationally
enhance ceil surface expression by increasing conformational stability of wild-type and
mutant vasopressin V2 receptors. J.Biol.Chem. IZL, 47254-47263.
Xu,Y., Piston,D.W., Johnson,C.H. (1999). A bioluminescence resonance energy transfer
(BRET) system: application to interacting circadian dock proteins. Proceedings of the
National Academy of Sciences ofthe United States ofArnerica 96, 15 1-156.
146
FOOTNOTES
The abbreviations used are ATIAR, angiotensine type lA receptor; AVP, arginine
vasopressin; BRET, Bioluminescence Resonnance Energy Transfer; Dl R, DI dopamine
receptor; DRiP78, Dopamine receptor interacting protein; ER, endoplasmic reticulum;
GFP, Green Fluorescent Protein; GPCR, G protein-coupled receptor; HEK293T, Human
Embryonic Kidney 293 cetts; M2R, M2 muscarinic receptor; NDI, nephrogenic diabetes
insipidus; Riuc, Renilla luciferase; V2R, V2 vasopressin receptor; WT, wild type
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FIGURES LEGENDS
Figure 1: CelI surface expression of W164SV2R at different growth temperature.
HEK293T ceils transiently expressing myc-WI64SV2R were incubated at 37°C or 30°C.
Surface receptors were detected with mouse anti-myc antibody under non-permeabilized
condition. The immunoreactivity was revealed with an Oregon green-conjugated
secondary antibody and visualized by fluorescence microscopy using a Nikon-eclipse
TE2000-U microscope with a 60X oïl immersion objective. The images shown are
representative ofmany fields observed in two independent experiments.
Figure 2 : Functional rescue of W164SV2R following an 5R121463 treatment. A.
HEK293T ceils transiently expressing myc-W I 64SV2R were incubated in the presence
or absence of 1OE5M SRI2J 463 for 16 hours. Surface receptors were detected with mouse
anti-myc antibody under non-permeabi lized condition, the immunoreactiv ity revealed
with an Oregon green-conjugated secondary antibody and visualized by fluorescence
microscopy using a Nikon-eclipse TE2000-U microscope with a 60X oit immersion
objective. The images shown are representative of many fields observed in five
independent experiments. B. Surface receptors were detected using mouse anti-myc
antibody under non-permeabilized condition followed by horseradish peroxidase
conjugated anti-mouse antibody. After the addition of the substrate o-phenylenediamine
dihydrochloride, for 7 minutes, the reaction was stopped with 200 iI of 3 N HCt and the
extinction was measured at 492 nm. The data represent the mean ± SEM of four
independent experiments (* p < 0.05). C. AVP-stimulated cAMP accumulation was
measured in HEK293T celis transiently expressing the myc-WI64SV2R. CeIls were
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labelled with {3H]adenine and treated or flot with 105M SRI2 1463 for 16 hours. Ceils
were then washed extensively and incubated or flot with lO5M AVP for 20 minutes.
following ceil lysis, [3H]cAMP was purified by ion exchange chromatography. Data are
expressed as [3H]cAMP/([3H]ATP+{3H]cAMP) and represent the mean ± SEM of three
independent experiments (*p < 0.05).
Figure 3 Ubiquitination of WJ64SV2R following SR121463 treatment. HEK293T
celis transiently expressing myc-WI64SV2R and GfP-Ubiquitin were incubated in the
presence or absence of IOE5M SR121463 for 16 hours. The receptors were solubilized,
immunoprecipitated with a mouse anti-myc antibody, migrated in a denaturing gel and
transfered on a nitrocellulose membrane. A. The membrane was first incubated with a
Horseradish peroxydase-conjugated anti-myc and revealed by autoradiography. The
deglycosylated degradation intermediate (D), precursor (P), mature (M) and higher
molecular weight (u) species are indicated. The intensity ofthe bands were determined by
densitometry and the proportion of the M/(M+P) species determined. The data shown
represent the mean + SEM of four independent experiments (*p < 0.05). B. The same
membrane was then incubated with a rabbit anti-GfP antibody and revealed by
autoradiography. The intensity of the bands were determined by densitometry and the
proportion ofthe ubiquitination /(M+P) species determined. The data shown represent the
mean ± SEM of four independent experiments (*p <0.01).
Figure 4 : Interaction between cainexin and W164SV2R following SR121463
treatment. HEK293T celis transiently expressing myc-W1 64SV2R were incubated in the
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presence or absence of I OE5M SRI 21463 for 16 hours. The receptors were solubilized,
immunoprecipitated with a mouse anti-myc antibody, migratcd in a denaturing gel and
transfer on a nitrocellulose membrane. A. The membrane was first incubated with a
Horseradish peroxydase-conjugated anti-myc and revealed by autoradiography. The
deglycosylated degradation intermediate (D), precursor (P), mature (M) and higher
molecular weight (n) species are indicated. The intensïty ofthe bands were determined by
densitometry and the proportion of the M/(M+P) species determined. The data shown
represent the mean ± SEM of four independent experiments (*p < 0.05). B. The same
membrane was then incubated with a rabbit anti-calnexin antibody and revealed by
autoradiography. The intensity of the bands were determined by densitometry and the
proportion ofthe calnexin/(M+P) species determined. The data shown represent the mean
+ SEM of four independent experiments (*p <0.05).
Figure 5 : Time of interaction between calncxin and W164SV2R following
SR121463 treatment. HEK293T ceils transiently expressing myc-W164SV2R were
incubated in the absence or presence of 105M SR121463 for 16 hours. Labelling was
carried out with 450l1Ci/dishes [35Sj methionine/cysteine for 30 minutes, followed by a
chase in the continued presence of SR121463 for the indicated times. Sequential
immunoprecipitations were carried out with mouse anti-myc antibody and Protein G
sepharose followed by agarose-conjugated anti-myc antibody (A) or with rabbit anti
calnexin antibody and Protein G sepharose followed by agarose-conjugated anti-myc
antibody (B), resolved by SDS PAGE and revealed by autoradiography. The
deglycosylated degradation intermediate (D), precursor (P) and mature (M) species are
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indicated. The panels shown are representative of 3 independent experiments. The
intensity of the bands were determined by densitometry and the proportion of the
calnexin/(M+P) species determined.
Figure 6 : Dimerization of V2R. HEK293T ceils were transiently co-transfected with
W164S-Rluc or WT-Rluc V2R along with increasing amount of W164S-GfPIO, WT
GfPIO or GABAbR2-GfPIO and incubated in the absence or presence of IOE5M
SR121463 for 16 hours. Cells were then washed and transferred to 96-well plates. The
energy transfer was initiated by the addition of 5tM DeepBlueC to each well and BRET
measured in a modified TopCount apparatus. The BRET values were plotted against the
ratio of total GFP/Rluc expression level. Data were obtained from four independent
experiments and analyzed by non-linear regression using Prism 3.0.
Figure 7 t Subceliular localization of DR1P78 and its interaction with V2R
HEK293T celis were transiently co-transfected with myc-W164S or myc-WT V2R and
DRiP78-GfP2. A. Celis were then washed extensively, permeabilized and the receptors
Ïabelled with a mouse anti-myc antibody. Celis were then fixed and incubated with a
Texas red-conjugated secondary antibody to visualize the receptors (red). Direct
fluorescence of DRiP78-GFP was detected at 520nm upon excitation at 4$8nm (green).
W1 64SV2R and DRiP7$ images were acquired separately by fluorescence microscopy
using a Leica HM IRBE laser-scanning confocal microscope with a I OOX ou immersion
objective. Colocalization between WI64SV2R and DRiP78 was assessed by merging the
two images (yeÏlow). The images shown are representative of many fields observed in
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two independent experiments. B. Surface receptors were detected with mouse anti-myc
antibody under non-permeabilized condition, the immunoreactivity revealed with an
Texas red-conjugated secondary antibody to visualize the receptors (red). Colocalisation
with DRiP7$ was done as in A. The images shown are representative of many fields
observed in two independent experiments. C. The receptors were solubilized,
immunoprecipitated with a mouse anti-myc antibody, migrated in a denaturing gel and
transfer on a nitrocellulose membrane. Subsequently, the membrane was incubated witb a
rabbit anti-GfP antibody and revealed by autoradiography. The panels shown are
representative of 4 independent experiments.
Figure 8 Interaction between DRIP78 ami W164S or WT V2R following SR121463
treatment. A. HEK293T celis were transïently co-transfected with DRiP7$-Rluc along
with increasing amount of W164S-GFPIO or WT-GFPIO V2R, and incubated in the
absence or presence of 105M 5R121463 for 16 hours. BRET experiments were done as
in figure 6. Data were obtained from 7 independent experiments and analyzed by non
linear regression using Prism 3.0. B. HEK293T ceils were transiently co-transfected with
W1645-RIuc or WT-Rluc V2R along with increasing amount of DRIP7$-GfP2, and
incubated in the absence or presence of IOE5M SR121463 for 16 hours. BRET
experiments were done as in figure 6. Data were obtained from 6 independent
experiments and analyzed by non-linear regression using Prism 3.0.
Figure 9 : Effect of overexpression of DR1P78 on V2R trafficking. HEK293T ceils
transiently transfected with myc-WJ 64S or myc-WT V2R along with different
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concentration of DRiP78-GFP2. A. and C. The receptors were solubilized,
immunoprecipitated with a mouse anti-myc antibody. migrated in a denaturing gel and
transfer on a nitrocellulose membrane. The membrane was then incubated with a mouse
preoxydase-conjugated anti-myc antibody and revealed by autoradiography. The intensity
ofthe bands was determined by densitometry. The data shown represent the mean + SEM
of 4 independent experiments (* p < 0.05). B. and D. AVP-stimulated cAMP
accumulation was measured in HEK293T ceils transiently expressÏng the myc-W164S or
myc-WT V2R along with different concentration ofDRiP7$-GfP as in figure 2. Data are
expressed as {311]cAMP/([3H]ATP+[3HJcAMP) and represent the mean + SEM of 3
independent experiments (* p < 0.05).
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L’article intitulé “Pharmacological chaperones as a potentiel treatment for X-linked
nephrogemc diabetes insipidus” discute de l’effet thérapeutique potentiel des chaperons
pharmacologiques chez des patients atteints de diabète insipide néphrogénique.
Afin de tester le traitment potentiel des chaperons pharmacologiques chez des
patients, nous avons utilisé le SR49059, un antagoniste non-peptidique des récepteurs Via de
la vasopressine, puisque cet antagoniste déjà en étude clinique pour le traitment de
l’hypertension avait préalablement réussi les tests de toxicologie et était donc sécuritaire. De
plus, le fait que la vasopressine soit 100 fois plus affine pour les récepteurs V2 de la
vasopressine que le SR49059 suggère que cet antagoniste serait un bon candidat puisqu’il
serait plus facile à dissocier du récepteur une fois à la membrane.
Pour ce faire, nous avons d’abord démontré que le SR49059 peut réchapper
l’expression à la surface cellulaire et la fonction de récepteurs V2 mutants (de162-64, R137H
et W164S) dans un système cellulaire. Par la suite, nous avons testé le potentiel thérapeutique
du SR49059 sur 5 patients portant les mutations del 62-64, R137H ou W164S. Dans les 5
cas, un traitement de 2 jours avec le SR49059 a permis une récupération de la fonction
rénale, indiquée par une diminution du volume urinaire et une augmentation de l’osmolalité
urinaire. L’ensemble de ces résultats propose que le SR49059 pourrait agir comme un
chaperon pharmacologique dans la récupération de la fonction rénale observée chez les
patients.
Ces résultats offrent une nouvelle voie thérapeutique pour le diabète insipide
népbrogénique ainsi que plusieurs autres maladies conformationnelles.
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ABSTRACT
Background In many mendelian diseases, some mutations resuit in the synthesis of
misfolded proteins that cannot reach a transport-competent conformation. In X-linked
nephrogenic diabetes insipidus, rnost of the mutant vasopressin V2 receptors (AVPR2)
arc trapped in the endoplasmic reticulum and degraded. They are unable to reach the
plasma membrane and promote water reabsorption through the principal ceils of the
collecting ducts.
Methods We are reporting two types of experiments: in vivo studies to assess c!inical!y
a short-terni treatment with a non-peptide AVPR2 antagonist and in vitro studies in
cultured ce!! systems.
Resutts In patients, SR49059 decreased 24-bout urine vo!ume (11.9 ± 2.3 L to 8.2 ± 2.0
L, p < 0.005) and water intake (10.7 ± 1.9 L to 7.2 ± 1.6 L, p <0.05). Maximal increase
in urine osmo!a!ity was observed on day 3 (104 ± 8 mOsm/kg to 147 ± 38 mOsm/kg,
p = 0.05). Na, K, creatinine excretions and p!asma sodium were constant throughout the
study. In vitro studies indicate that two non-peptide vasopressin receptors antagonists
SR49059 and YMO$7 rescued ce!! surface expression and function of mutant V2
receptors. Nonsense mutations were flot affected by the treatment.
Conclusions Misfo!ded vasopressin V2 receptor mutants were rescued in vitro and also
in vivo by non-peptide antagonists. This therapeutic approacb could be applied to the
treatment of several hereditary diseases resulting from errors in proteins folding and
kinesis.
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Keywords: Pharmacological rescue of misfolded vasopressin V2 receptor mutants. X
Iinked nephrogenic diabetes insipidus. Non-peptide vasopressin receptor antagonists.
Pharmacological chaperones.
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ALTHOUGH the activities ofthe protein synthesis quality control systems are generally
advantageous to the ce!!, on occasion this stringent monitoring process can !ead to
intracellular retention of salvageable proteins. In recent years, its has been observcd that a
group of diseases stem from mutations that promote such retention and are col!ectively
referred to as conformational diseases . Nephrogenic diabetes insipidus (NDI) 2 which is
characterized by a loss of arginine-vasopressin (AVP)-mediated antidiuresis, is one of
these diseases. In congenita! NDI that resuits from mutations in the A VPR2 gene that
encodes the V2 vasopressin receptor (V2R) most missense mutations are misfolded,
trapped in the endop!asmic reticu!um and unab!e to reach the baso!atera! cel! surface to
engage the circulating antidiuretic hormone, arginine-vasopressin 3-10
The natural history of untreated X-linked NDI includes hypematremia, hyperthermia,
mental retardation and repeated episodes of dehydration in ear!y infancy 11, 12 We and
others initial!y thought that close monitoring of infants diagnosed pre- or perinatally with
A VFR2 mutations, wou!d not only prevent episodes of dehydration but also would permit
close to normal growth and development. A!though a low sodium diet and distal tubule
diuretics prescribed to these patients may achieve a 20-30% decrease in urine output, 13
the low sodium diet is difficuit to fo!low and affected chiidren continue to drink large
amount of water. Due to a physiologica! gastro-oesophagea! reflux and to the large
amount ofwater in their stomach, these chi!dren often vomit and, as a consequence, their
nutritiona! intake is not optima!. There is therefore a need for a safe further reduction in
urine output. We recently used pharmacological compounds to rescue misfolded mutant
V2 receptors by demonstrating in cultured ce!!s that the non-peptide V2 specific
antagonists SR121463 and VPA-985 increased cel! surface expression and rescued the
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signalling activity of seven naturally occurring A VPR2 mutations (1 85-1 93de1, L59P,
L83Q, YI28S, S167L, A294P, and P322H) responsible for NDI by promoting their
proper folding and maturation 14• These resuits suggested that such chaperoning of the
receptor could represent a pharmacological treatment for conformational diseases such as
NDI. Here, we conducted a short-term trial to test the effect of a non-peptide V2
antagonist on decreasing urine output and increasing urine osmolaiity in patients with X
linked NDI. We used SR49059, a VI receptor antagonist previously tested in normal
volunteers and patients with putative vasopressin-excess related disorders 15, 16 in
addition, in vitro studies were done to rescue plasma membrane and signalling of a
number of mutant V2R with SR49059 and YM087 a mixed V1-V2 antagonist 1719
METHODS
Study subjects
We tested 5 aduit male patients (weight: 83.5 ± 3.9 kg) with X-linked NDI bearing the
following AVFR2 mutations previously identified by sequencing: one 20 y.o. with 185-
193de1 20, patients, 20, 41, and 42 y.o. with R137H 21. one 21 y.o. with W164S 20 Ail
had a documented lifelong history of polyuria and polydipsia and extensive prior testing
demonstrated a lack of urinary osmolality response to AVP or dDAVP. Two patients
were being treated with hydrochiorothiazide which was discontinued for one week prior
to the study.
$R49059 administration for 2 days
Patients were tested at the Clinical Research Unit of the Hôpital du Sacré-Coeur de
Montréal and received a constant Na, K, osmotic and caloric diet for the 3 days of the
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study. A dietician met the patients prior to the study and made a detailed evaluation of
their usual diet over the past month. This diet was reproduced for the 3 days ofthe study.
None ofthese patients followed a sodium restricted diet. The dietician also enforced the
same diet throughout the study. Water intakc was flot restricted and was recorded during
the 3 days of the study. After 24-hour control measurements (day J, no medication),
SR49059 was administered orally for the next 2 days: on day 2, die patients received 150
mg at 08h00 and 300 mg at 13h00 and 18h00; on day 3, 300 mg at 02h00, 13h00 and
I 8h00. Blood pressure and pulse were measured every 30 minutes from 08h00 to 24h00
for the first 2 patients and every 2 hours for the last 3 patients. Urine volume was
obtained by spontaneous voiding every 30 minutes from 08h00 to 24h00. From midnight
to 08h00 ah urine excretion was measured at unspecific times.
$R49059 administrationfor 7 days
Two patients bearing the R137H mutation were also treated 6 weeks later for 7 days with
the following dosages of SR49059: 750 mg on day 1, 900 mg for the following 7 days.
Urine and plasma measurements were obtained on day 1, 6 and 9 (post-dosing).
Celi culture studies
V2R mutant expression
Mammalian expression plasmids encoding the wild-type, 12 missense mutations (L59P,
L83Q, Y12$S, RII3W, R137H, W164S, A165D, S167L, 1209F, A294P, S315R,
P322H0. 2 inframe deletions (185-193dc1, V279de1) or 4 nonsense mutations (W71X.
S167X, QI8OX, R337X) were transiently or stably transfected in COS-J or HEK 293
cehis. respectively, as previously described 14
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Immunofluorescence microscopy andftow cytomeby
Ail immunofluorescence and flow cytometry studies were carried out in COS-1 celis and
HEK 293 as previously described 14 Briefly V2R were detected using antibodies directed
against the myc- or Ha-epitope that was fused at the N-terminus of the constructs. For
microscopy, immunoreactivity was assessed using secondary Oregon-green conjugated
anti-mouse antibodies. For flow cytometry the phycoerythrin conjugated anti-mouse
antibody was used.
cAMP accumulation
Total cAMP accumulation was measured in COS-1 celis and HEK 293 by assessing the
transformation of [3H] ATP into [3H] cAMP as described previously 22
RESULTS
Patient studies:
Safety and efficacy of8R49059 administration in aduit patients bearing the 185-]93del,
R]37Hor W]64$ mutations
No significant changes in blood pressure and pulse were encountered throughout the
study and no untoward clinical or biochemical abnormalities were observed.
SR49059 decreased 24-hour urine volume (11.9 ± 2.3 L to 8.2 ± 2.0 L, p < 0.005) and 24-
hour water intake (10.7 ± 1.9 L to 7.2 ± 1.6 L, p <0.05). A maximal increase in urine
osmolality was observed from 14h00 to 20h00 on day 3 (104 ± $ mOsm/kg to 147 ± 38
mOsm/kg, p = 0.05) (Fig. 4). Intake and output, plasma Na and K and 24-hour urine
osmolar excretion, Na, K and creatinine excretion are presented in Table 1. Plasma
sodium was constant indicating that the changes in urine volume and water intake were
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secondary to the SR49059 administration and flot to voluntary decrease in water intake
that would have ied to increased plasma sodium. Individual urine volume and urine
osmolality responses are presented for patients bearing each of the mutation (Fig. 5, 6 and
7). To various extent, the treatmcnt signiflcantly decreased urinary output and increased
urine osmolality in ail patients.
Longer treatment was tested for two patients bearing the R137H mutations. Reduced
urine volumes and increased urine osmolalities were maintained for the 7 days iength of
the treatment with R49059 (data not shown).
Ccli culture studies
8R49059
f irst the effect of the non-peptide VR antagonist, SR49059, was assessed on ceit surface
expression and function of two missense (R137H and W164S), one inframe deietion
(185-193de1) and one nonsense (W284X) mutation. Immunofluorescence microscopy
showed that under basal conditions ail V2R mutants were poorly expressed at the celi
surface of transfected COS-1 ceiis (f ig. 1 A). A 16-hour treatment with SR49059
increased the plasma membrane targeting of three of the V2R mutants but flot the
nonsense mutant receptor. Fig. I B shows the quantitative assessment of the increase in
celi surface expression for the 1$5-l93dei V2R using flow cytometry. The increased ceii
surface expression of 185-l93dei, R137H and W164S V2R mutants afier treatment with
SR49059 resuited in a significant potentiation of die AVP-mediated cAMP production
(f ig. 2A) confirming that SR49059 restored function by acting as a pharmacological
chaperone. In contrast. the SR49059 treatment had no effect on AVP-stimuiated cAMP
accumulation in celis expressing W284X V2R.
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Kinetic analysis ofthe effect of SR49059 on the function of one ofthe mutant V2R (1 $5-
l93delV2R) in COS ceils is shown in f ig.23. As can be seen. the potentiation cffcct
peaked at 2 hours post-treatment but was maintained for at least 12 hours after the
removal ofthe antagonist (fig. 2B) suggesting that the treatment with a non-peptide V2R
antagonist is a potential therapeutic strategy. The relatively slow onset of the effect. is
consistent with the notion that the drug acts by favouring folding and ce!! surface
trafficking of neosynthesized receptors 23 The modest increase in AVP-stimulated cAMP
production observed in control ceils during the course of the experiment, most likely
reflects accumulation of a small number of 185-l93del V2R at the celi surface. The
decline observed in both control and treated celis resuits from the decrease in receptor
expression characteri stic of transient transfection.
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YM087
Since the clinical deveiopment of SR49059 was interrupted (vide infra), we also tested
the abilty of YM087, a dual Via and V2 vasopressin receptor antagonist 18 to rescue ceil
surface expression and function of 1 8 naturally occurring V2R mutants in COS-1 ceils.
As shown in f ig 3, YM087 promoted celI surface expression and potentiated AVP
mediated cAMP production for 10 naturally-occurring mutations tested. As was the case
for SR49059, YM087 had no effect on the nonsense mutations selected as negative
controls: W2$4X (f ig. 3), W71X, S167X, Q18OX and R337X (data not shown).
DISCUSSION
To date, no specific treatment exists that directly increases urine osmolality in patients
with X-linked MDI. Volume contraction and thiazide diuretics, amiloride and
indomethacin are only acting indirectly by decreasing the amount of tubular fluid
presented to the distal tubule 24, 25 Here, we present evidence that non-peptide
vasopressin antagonists are potential specific treatments of this disease. It lias been
argued that the diversity of mutations in NDI may complicate the search for a universal
therapeutic strategy for these patients 26 However, since 50% of ail MDI mutations are
missense, the pharmacological chaperone-based therapy could thus represent a potential
general treatment of this protein misfolding disease.
We first demonstrated that SR49059, a Via receptor antagonist that shows moderate
affinity for the V2R (275nM) 15 rescued plasma membranes and signalling of the 185-
193de1, R137H and W164S mutants, a confirmation ofprevious results obtained with the
selective V2R antagonists SR121463A and VPA and other mutant V2R.
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In 5 X-linked NDJ patients harbouring three different mutations, SR49059 had beneficial
effects on urine volume and osmolality starting 3 to 6 hours afler administration. This lag
in efficacy is compatible with our previous in vitro observations 14 demonstrating that the
pharmacological chaperones need to permeate the celi, favour folding and promote
expression of functional mutant receptors to the celi surface to be active. The fact that
nonsense mutation such as W284X and W7IX could flot be rescued by the antagonist
treatment is consistent with such a proposed mode of action. However, one cannot
entirely rule out that alternative mechanisms could also contribute to the beneficial
effects of SR04959. In particular, it was recently proposed that the RI 37H mutation
causes constitutive endocytosis of those receptors that are targeted to the plasma
membrane 27 Whether part of the rescue observed for this mutant could result from the
antagonist blocking such endocytosis remains to be determined.
Urine osmolality increased by 50% on day 3 from 14h00 to 20h00 and peaks in urine
osmolalities of 250 mOsm/kg (f ig. 2) and 450 mOsm/kg (f ig. 3 and 4) were
documented. The effects on urine concentration occurred with no change in blood
pressure or pulse, an observation consistent with the Iack of hemodynamic effect
observed in hypertensive patients after the administration of 300 mg of SR49059 16 The
excretion oftonomoles being constant (Table I), doubling urine osmolality wilI halfby 2
the urine output. In patients with a mean urinary output of 12 L/day, a theoretical
decrease of urine volume to 6 L/day could be obtained provided that a sustained drug
effect could be reached through optimization of the drug regimen.
The proof-of-principle results obtained in the present study indicate that pharmacological
chaperone-based therapy could be applied to other missense mutations or inframe
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deletions or insertions responsible for X-linked NDI. Among the 169 X-linked NDI
families referred to our Iaboratory (2$, and unpublished data) 56 of the 119 different
putative disease-causing mutations, are missense mutations potentially amenable to
rescue by these pharmacological chaperones.
Unfortunately, the clinical development of SR49059 has been interrupted during the
course ofthese studies due to possible interference with the CYP3A4 metabolic pathway.
We thus wanted to test if other vasopressin antagonists, which could be clinically
developed, may also act as pharmacological chaperones for NDI causing mutations.
Another non-peptide vasopressin receptor antagonist in advanced clinical testing phase
with an excellent safety profile for another application 18 YMO$7, was found to rescue
ceil surface expression and function of 10 missense V2R mutants. This provides
supporting data that wilI allow us and others to test this compound and additional
vasopressin ligands in patients with X-linked NDI when they become available for such
trials.
In addition to be a promising avenue for the treatment of X-linked NDI, stabilization of
protein conformation(s), using small cell-permeable ligands may represent a generally
applicable rescue strategy for different diseases resulting from improper protein folding
and targeting. These diseases include cystic fibrosis, osteogenesis imperfecta, aiphal
antitrypsin deflciency, autosomal recessive nephrogenic diabetes insipidus, Gitelman’s
syndrome, Fabry’s disease and many others 29-36
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Table 1. Water, Na, K intakes and 24-hour urine osmolar excretion, Na, K and
creatinine excretion and plasma sodium during day 1 (control) dans SR49059
administration (days 2 and 3).
P value (day 1
vs day 2)
Day 1 (control) Day 2 Day 3
Water intake 10.7± 1.86 10.7±2.2 7.2± 1.56 0.028
(L/day)
Naintake 169.8±3.4 179.4±0.6 194±4.29 NS
(mmol/day)
Kintake 101.2±6.8 105.8±4.2 107±3.0 NS
(mmol/day)
Plasmasodium 141 ±0.6 140.8± 1.8 ]40.2±2.22 NS
(mEq/L)
Plasma 4.02 ± 0.11 3.82 ± 0.05 3.7 ± 0.03 NS
potassium
(mEq/L)
Urine volume 1 1 .9 ± 2.3 10.68 ± 2.4$ 8.23 ± 1.98 0.005
(L/day)
Osmolar 1068.4 ± 1 12 996 ± 55 930.7 ± 72 NS
excretion
(Osmlday)
Creatinine 16.85 ± 1.56 15.54 ± 1.94 15.10± 1.32 NS
excretion
(mol/day)
Na excretion 199.33 ±20.4 163.9±17 140.9± 13.2 NS
(mEq/day)
K excretion 71.8± 16.5 65.54 ±6.9 71.0±7.5 NS
(mEq/day)
Na+K excretion 271.14 ± 32.4 229.4 ± 16.4 21 1.97 ± 20 NS
(mEq/day)
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FIGURE LEGENUS
Fig. 1: SR49059 treatment increased ccli surface expression of the three NDI
mutants. A) Immunofluorescence microscopy ofnon-permeabilized ofCOS-1
ceils transiently expressing wild-type, de] 62-64, RI 37H, W 1 64S. and W284X
V2R incubated or flot for 16h with I O M SR49059. B) Celi surface receptor
expression was measured by flow cytometry analysis (FACS) of ceils stabiy
expressing the 185-193de1 V2R incubated in the absence or presence of 10-
5M SR49059.
Fig. 2: Rescued signaling activity of cells foiiowing pre-treatment with SR49059.
A) Potentiation of AVP-stimulated cAMP accumulation was measured in
COS-l ceils transiently expressing wild-type, dcl 62-64. R137H, W164S and
W284X V2R following a J 0 M SR49059 pre-treatment of 16h. The results
are expressed as absolute values and as fold increase (insert) over the values
obtained in celis not treated with SR49059. The value of I obtained for the
wild-type receptor indicates that the SR49059 is flot altering its maximal
efficacy. B) Duration of the effect of SR49059 pre-treatment on AVP
stimulated cAMP accumulation. HEK 293 cells stably expressing the dcl 62-
64 V2R were treated with i05 M SR49059 for 16h. At the end of the
treatment, the antagonist was removed, the cells washed and the AVP
stimulated cAMP accumulation determined at indicated times foïlowing the
washing procedures.
Fig. 3: YMO$7 increased ccli surface expression and AVP-stimulated cAMP
accumulation of 9 missense and one inframe deleted A VFR2 mutants.
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Fig. 4: Urine volume, urine osmolality and water intake before and afier SR49059
administration in 5 adult male patients with X-linked nephrogenic diabetes
insipidus.
Fig. 5-7: Urine volume and urine osmolality before (day 1) and after (days 2 and 3)
SR49059 administration in individual patients bearing the R137H (fig. 5)
I$5-193de1 (Fig. 6) and W164S (Fig. 7) mutations. Please note the distances
observed between the 2 unes on day 2 and 3 representing mirror images of
urine volume and osmolality.
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6.4 Quatrième article
Functional rescue of the constitutively intemalized V2
vasopressin receptor mutant R137H by the
pharmacological chaperone action of SR49059
Virginie Bernier, Monique Lagacé, Michèle Lonergan, Marie-Françoise Arthus,
Daniel G. Bichet et Michel Bouvier
Publié dans Molecular Endocrinology
Août 2004, 18(8), p.2O74-2O$4
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L’article intitulé “Functional rescue of the constitutively internalized V2 vasopressin
receptor mutant R137H by the pharmacological chaperone action of SR49059” démontre la
récupération fonctionnelle des récepteurs V2 de la vasopressine portant la mutation R137H.
Il a été démontré que les récepteurs V2 portant la mutation R137H sont consfitufivement
désensibilisés dus à leur phosphorvladon et interaction avec la -arresdne (Barak et al., 2001).
Cette désensibifisation constitutive pourrait expliquer la perte de la fonction rénale chez les
patients, pourtant, un traitement avec le SR49059 chez 3 patients portant la mutation R137H
permis de récupérer leur fonction rénale. Nous avons donc posé l’hypothèse que dans le
cas de la mutation R137H, le SR49059 pourrait stabiliser le récepteur mutant à la membrane
et diminuer sa désensibilisation.
Afin de tester cette hypothèse, nous avons étudié le recrutement de la f3-arresfine et
l’internalisation de ces récepteurs mutants suite au traiment avec le SR49059. Par des
expériences de microscopie d’immunofluorescence et de BRET, nous avons démontré que le
SR49059 ne réduisait pas du tout l’internalisation ni l’interaction constitutive entre le
récepteur mutant et la -arrestine mais au contraire, il semblait augmenter la quantité de
récepteur pouvant interagir avec la 3-arrestine. Alors, nous avons posé la deuxième
hypothèse que ces récepteurs mutants, en plus d’être constitutivement désensibilisés, seraient
mal acheminés à la membrane. Par des expériences de marquage métabolique, nous avons
démontré que ces récepteurs mutants sont majoritairement retenus dans le réticulum
endoplasmique et que le SR49059 permet d’augmenter leur maturation. De plus, un
antagoniste peptidique, ne pouvant pénétrer la membrane, ne peut ni mimer ni bloquer
l’effet du SR49059, suggérant que l’effet du SR49059 est bien intracellulaire et non pas une
stabilisation à la membrane. Ces résultats suggèrent que le SR49059 agit comme chaperon
195
pharmacologique en permettant à une plus grande porpordon de récepteurs mutants
d’atteindre la surface cellulaire et d’être fonctionnels.
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Functional Rescue of the Constitutively Internalized
V2 Vasopressin Receptor Mutant RI3ZH by the
Pharmacological Chaperone Action of SR49059
VIRGINIE BERMER, MONIQUE LAGACÉ, MICHÈLE LONERGAN, MARIE-FRANÇOISE ARTHUS,
DANIEL G. BICHET, AND MICHEL BOUViER
Département de Biochimie and Groupe de Recherche sur le Système Nerveux Autonome (V.B.,
M.La., M.B.), Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada H3C 3J7; and Unité de Recherche
Clinique and Département de Médecine (VB., ML0., M.-F.A., DG.B.), Centre de Recherche et
Service de Néphrologie, Hôpital du Sacré-Coeur de Montréal, Montréal, Québec, Canada H4J 1 C5
In most cases, nephrogenic diabetes insipidus te
suits from mutations in the V2 vasopressin recep
tor (V2R) gene that cause intracellular retention
of improperly folded receptors. We previously
reported that celi permeable V2R antagonists act
as pharmacologicai chaperones that rescue fold
ing, trafficking, and function of several V2R mu
tants. More recentIy, the vasopressin antagonist,
SR49059, was found to be therapeutically active in
nephrogenic dîabetes insipidus patients. Three of
the patients with positive responses harbored the
mutation R137H, prevïously reported to Iead to
constitutive endocytosis. This raises the possibility
that, instead of acting as a pharmacological chap
erone by tavoring proper maturation 0f the recep
tors, SR49059 could mediate its action on R137H
V2R by preventing its endocytosis. Here we report
that the fl-arrestin-mediated constitutive endocy
tosis of R137H V2R is flot affected by SR49059,
indicating that the functional rescue observed
does not result from a stabilization of the receptor
at the ceil surface. Moreover, metabolïc labeling
revealed that R137H V2R is also poorly processed
to the mature form. SR49059 treatment signifi
cantly improved its maturation and ceil surface
targeting, indicating that the functional rescue of
RI 37H V2Rs results from the pharmacological
chaperone action 0f the antagonist. fMolecular En
docrinology 18: 2074—2084, 2004)
NATURALLY OCCURRING MUTATIONS involvedin inherited diseases often resuit from misfolding
and/or improper targeting of the mutated proteins (1).
One of these diseases, nephrogenic diabetes insipidus
(NDI)’ is a rare X-linked disease characterized by the
inability of the patients to concentrate their urine n
response to the antidiuretic hormone, arginine vaso
pressin (AVP) (2). In the epithelial cells of the collecting
duct of normal subjects, the binding of AVP to the V2
vasopressin receptor C/2R) leads to the activation of
adenylyl cyclase and culminates in the translocation of
the aquaporin-2 water channels to the apical mem
brane, resulting in increase water permeability (2).
Over 150 different mutations within the coding se
quence of the V2R gene are known to cause NDI, and
more than 70% of the mutations tested cause reten
Abbreviations: AT1AR, Angiotensin lA receptor AVP, argi
nine vasopressin; BRET, bioluminescence resonance energy
transfer; ER, endoplasmic reticulum; GFP, green fluorescent
protein; GPCR, G protein-coupled receptor; HA, hemagglu
tinin; HEK293T, human embryonic kïdney 293 cells; NDI,
nephrogenic diabetes insipidus; PFA, paraformaldehyde;
Rluc, Reflua luciferase; V2R, V2 vasopressin receptor; WT,
wild-type; YFP, yellow fluorescent protein.
Molecular Endacnnology is published monthly by The
Endocrine Society (http://www.endo-society.org), the
foremost professional society serving the endocrine
community.
tion of the receptor in the endoplasmic reticulum fER)
due to improper folding (3).
We previously showed that sustained treatment with
nonpeptidic vasopressin antagonists can rescues ceil
surface expression and biological function of many
NDI V2R mutants (4). Several unes of evidence indicate
that these antagonists, which permeate cell mem
branes, mediate their action by binding receptors in
the ER, theretore stabilizing a conformation of the
receptor that can escape the quality control system
and permits plasma membrane targeting (4). Because
the mutant receptor recognized as mproperly tolded
by the ER quality control often harbot subtle mutations
that should have only modest effects on receptor func
tion, the rescue of plasma membrane trafficking te
sults, in many cases, into functional recovery. Such
pharmacological chaperone action has also been pro
posed for other G protein-coupled receptors (GPCRs)
involved in conformational diseases. For instance,
small nonpeptidic GnRH antagonists have been
shown to tunctionally rescue GnRH receptor mutants
responsible for hypogonadotropic hypogonadism (5).
Also, maturation and celi surface expression of the
most common form of mutated rhodopsin causing
autosomal dominant retinitis pigmentosa (P23H) was
observed upon treatment with a seven-membered ring
variant of the agonist 11 -cis-retinal (6). This phenom
enon s flot limited to mutant receptors because it has
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recently been shown to promote folding of wild-type
(‘NT) -opioid receptors, which has a naturally low
maturation efficiency (7).
In the case of NDI, treatment with the vasopressin
antagonist SR49059 was found to promote water te-
absorption and to decrease urinary output in several
patients (8) confirming the therapeutic potential of
pharmacological chaperones for conformational dis
eases. Not surprisingly, some of the patients that te
sponded positively to the pharmacobgical chaperone
tteatment harbored V2R mutations such as W764S
V2R and de162—64 V2R that had previously been
shown to be poorly matured and retained intraceHu
Iarly (4, 9). However, a V2R mutation associated with
three of the positively responding patients, R137H,
had been shown to promote constitutive receptor en
docytosis as a result of increased phosphorylation and
p-arrestin recruitment (10). This mutation, which re
sides within the DRY motif (a triplet of amino acids
sequence highly conserved among family A GPCR),
leads to similar phenotype for the a adrenergic te
ceptor (il), angiotensin Il type lA receptor (AT1AR)
(11), and rhodopsin (12), indicating that t could be a
general trait for GPCR.
The above observations raise the possibility that
some of the therapeutic potential of antagonists such
as SR49059 could resuit from the inhibition of consti
tutive endocytosis rather than from their pharmaco
logical chaperone action in the ER. To test this hy
pothesis, we investigated the mechanism underlying
the functional rescue of Ri 37H V2R upon SR49059
treatment. We found that the antagonist did not pre
vent the constitutive f3-arresti n-promoted receptor en
docytosis, ruling out this mode of action. However, in
addition to be constitutively endocytosed, Ri 37H V2R
was found to be poorly matured and processed, a
phenotype that could be reversed by the treatment
with SR49059. This indicates that, as for other NDI
V2R mutations, the beneficial eftects of the treatment
with an antagonist in patients carrying the R137H V2R
genotype resuits trom its pharmacological chaperone
action.
RESULTS AND DISCUSSION
Interaction between R137H V2R and -Arrestin
As indicated in the introduction, the Ioss of function of
R137H V2R has previously been attributed to a con
stitutive p-arrestin-mediated endocytosis that pro-
vents stable celI surface expression of the receptor
(10). t could thus be proposed that the functional
rescue of R137H V2R, observed upon sustained treat
ment with the vasopressin antagonist, SR49059 (8),
resuits from the inhibition of the constitutive f3-arrestin
recruitment that would eaU to a stabilization of the
receptor at the ceil surface. To directly test this hy
pothesis, we assessed the effect of a sustained treat
ment 0f SR49059 on the subcellular distribution of the
receptor and f3-arrestin.
First, the ability ot SR49059 to rescue the function of
R137H V2R was confirmed. For this purpose, cells
transiently expressing the hemagglutinin (HA)-tagged
Ri 37H V2R were treated or not with 1 0 M SR49059
for different periods of time. The ceils were then
washed extensively and AVP-stimulated cAMP accu
mulation assessed. As shown in Fig. 1, pretreatment
with the antagonist for 13 and i6 h increased the AVP
response by 1.8- and 1 .9-fold, respectively, whereas
shorter term treatments had no effect. Consequently,
the subcellular distribution of the receptor and 3-
arrestin was assessed after a 16-h treatment with
SR49059 n cells stably expressing either myc
tagged-Wf or HA-tagged-R137H V2R and transiently
expressing f3-arrestin2-yellow fluorescent protein
(YFP). After extensive washing, oeil surface receptors
were labeled with anti-myc or anti-HA antibodies be
fore AVP exposure. After permeabilization, the subcel
lular localization of the receptor was visualized using a
0 2 4 10 13 16
SR49059 10-e M (houts)
Fig. 1. Time-Dependent Functional Rescue of R137H V2R after SR49059 Pretreatment
Cos-1 oeils transientiy expressing HA-R737H V2R were incubated with i0 M SR49059 for up to 16 h and labeled with
[3H]adenine for 16 h. Ceils were then washed extensively and incubated or not with io M AVP for 20 min. After ceil lysis,
[3H]cAMP was purified using ion exchange chromatography. Data are expressed as fold increase over basal cf cAMP accumu
lation {I3HJcAMP!frHJATP+[3HJcAMP)} and represent the mean ± SEM of three independent experiments.
o
D E .,
. E’
.s
0 - o
w <
o Lït
198
2076 Mol Endocrinol, August 2004, 18(8):2074—2084 Bernier et al. • SR49059 Action on R137H V2R Trafficking
Texas red-coupled secondary antibody, whereas
p-arrestin was detected by direct excitation of the YFP
at 488 nm. In celis that were not pretreated with
SR49059, both wr and R137H V2R behaved as pre
viously reported (10). Under basal conditions, the WT
V2R is predominantly present at the celi surface,
whereas the p-arrestin2 is diffusely distributed
throughout the cytosol. Upon stimulation with AVP,
the receptor is internalized and coiocalized with p
arrestin2 in endocytic vesicles. In the case of R137H
V2R, an important proportion of the receptors are con
stitutiveiy endocytosed and are found to colocalize
with p-arrestin2 even in the absence of AVP stimula
tion. As shown in Fig. 2, pretreatment of oeils with
SR49059 did flot affect the subceflular distribution of
either WT or R137H V2R, indicating that the pretreat
ment with the antagonist did not affect the propensity
of R137H V2R to constitutively interact with p-arrestin
and to be rapidly internahzed once it reaches the celI
surface.
To further assess the potential influence of SR49059
on the constitutive interaction between R137H V2R
and t3-arrestin, we took advantage of the biolumines
cence resonance energy transfer (BRET) technique
recently developed in our laboratory (13, 14). This
technique probes the proximity between two proteins
by measuring the transfer of energy between a lumi
nescent donor [Reflua luciferase (Rluc)J and a fluores
cent acceptor [green fluorescent protein (GFP)]. In
deed, transfer of energy occurs only if the donor and
acceptor are separated by less than 100 Â. Thus, the
recruitment of t3-arrestin to the receptor can be mon
itored by determining the transfer of energy between
V2R-Rluc and p-arrestin2-GFP1O fusion proteins.
The two hybrid proteins were transiently cotrans
fected in celis and the energy transfer between the two
partners determined after the addition of coelentera
zine DeepBlueC, the substrate for RIuc. The BRET
signal was measured as a ratio of the fluorescence
emitted by the GFP1O (determined in the 500- to
530-nm window) over the light emitted by the RIuc
(determined in the 370- to 450-nm window). As shown
in Fig. 3, no significant BRET was observed between
WT-Rluc V2R and p-arrestin2-GFP1O, whereas AVP
stimulation led to a significant transfer of energy be
tween the two proteins, reflecting the agonist
promoted translocation of p-arrestin2 to the receptor.
For R137H V2R, a significant BRET was observed
between the receptor-Riuc fusion and the p-arrestin
even in the absence of AVP stimulation, confirming the
ability of the mutant receptor to constitutively interact
with p-arrestin. This spontaneous recruitment of p
arrestin to R137H V2R was not inhibited by the pre
treatment with SR49059, indicating that the restora
tion of signaling activity promoted by this treatment
(Ref. 8 and Fig. 1) cannot be attributed to an inhibition
of the p-arrestin-mediated desensitization. in fact,
both the basal and AVP-stimulated BRET were in
creased by the preincubation with the antagonist. A
similar albeit more modest increase in the AVP-stim
_
-J
Fig. 2. Subcellular Distribution 0f V2R and p-Arrestin2
HEK293T cells stably expressing myc-WT or HA-Ri 37H V2R were transiently transfected with t3-arrestin2-YFP and incubated
in the absence or presence of 10 5M SR49059 (SR)for 16h. CelIs were then washed extensively and the receptors Iabeled with
the appropriate antibodies (anti-myc for WT and anti-HA for Ri 37H) under nonpermeabilized condition before a 10-min incubation
with AVP. Oeils were then f ixed, permeabilized, and incubated with a Texas red-conjugated secondary antibody to visualize the
receptors (re. Direct fluorescence of p-arrestin2-YFP was detected at 520 nm upon excitation at 488 nm (green). V2R and
f3-arrestin2 images were acquired separateiy by fluorescence microscopy using a x60 ou immersion objective. Colocalization
between V2R and p-arrestin was assessed by merging the two images (yellow). The images shown are representative of many
fields observed in two independent experiments.
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Fig. 3. Interaction between V2R and p-Arrestin2 in Living Celis after SR49059 Pretreatment
HEK293T ceils were transiently cotransfected with Wr-Rluc or R137H-Riuc V2R along with f3-arrestin2-GFP1O and incubated
in the absence or presence of SR49059 1O5 M for 16 h. CeNs were then washed extensively, transferred to 96-weII plates and
incubated or flot with AVP for 10 min. The energy transfer was initiated by the addition of DeepBlueC 5 LM to each well and BRET
measured in a modified TopCount NXT apparatus (Packard). Data were obtained from eight independent experiments (*, P < 0.07;
P < 0.00005).
ulated recruitment of frarrestin was also observed for
the WT receptor after agonist pretreatment. The most
likely explanation for this increase s that the treatment
with SR49059 increases the proportion of receptor
RIuc that can be process to the ceil surface where they
can interact with p-arrestin and generate a BRET sig
nal. lnterestingly, AVP did flot increase the BRET be
tween R137H-Rluc V2R and N-arrestin2-GFP10 in
control oeils, consistent with the notion that this mu
tant receptor 15 rapidly endocytosed and is flot acces
sible for activation by AVP. Affer antagonist pretreat
ment, AVP promoted a small but signiticant increase in
the BRET between Ri 37H-RIuc V2R and p-arrestin2-
GFP1O, indicating that the pretreatment led to a
greater proportion of the receptor at the oeIl surface
(see next section).
In the original studies characterizing the constitutive
endocytic properties of Ri 37H V2R, Barak et aI. (10)
reported that the spontaneous recruitment of f3-arres-
tin results from a constitutive phosphorylation of the
receptor. Because agonist activation of Wf receptors
also leads to a phosphorylation-dependent recruit
ment of t3-arrestin, one could propose that the Ri 37H
mutation mimics the agonist occupied/phosphory
lated form of the WT receptor, thus having a high
affinity for J3-arrestin. To test this hypothesis, we took
advantage of the BRET assay to assess the relative
affinity of p-arrestin for the wr and R137H V2R in the
presence and absence of AVP stimulation. For this
purpose, BREF titration curves (15) that allow deter
mination of apparent affinities between BRET partners
were generated. These curves were obtained by trans
fecting increasing amount cf f3-arrestin2-GFP1 O while
maintaining the quantity of receptor-RIuc constant.
Because of the small changes in the receptor-Rluc
expression that can occur upon cotransfection with
increasing amount of p-arrestin2-GFPi 0, the BRET
values are expressed as a function cf the total f3-
arrestin2-GFP1 O fluorescence/total receptor-RIuc lu
minescence. As shown in Fig. 4, no significant BRET
was observed between the WT-Rluc V2R and f3-arres-
tin2-GFP1 O in the absence of AVP even at the highest
concentration of the latter. Addition of AVP increased
the BREF value as a hyperbolic tunction ot the f3-
arrestin2-GFP/receptor-Rluc ratio. Fifty percent of the
maximal BRET (BRET50) was reached at a GFP/Rluc
ratio of 0.02. For the R137H-RIuc V2R construct, n
creasing j3-arrestin2-GFP1 O concentrations led to a
hyperbolic increase of BREF both in the absence and
presence of AVP with BRET50 values of 0.09 and 0.08,
respectively. These very similar BREÏ50s are consis
tent once more with the notion that the constitutively
endocytosed mutant receptor constitutively recruit
-arrestin and is not accessible to agonist stimulation.
lnterestingly, the apparent affinity of p-arrestin2 for
Ri 37H V2R appears to be ower than for the agonist
occupied wr receptor (BRET5Ø of 0.09 vs. 0.02 for the
WT receptor). Although this apparent change in affinity
could be affributable to a direct effect cf the mutation
on the receptor-j3-arrestin interaction, it could also
suggest that the overall conformation cf Ri 37H V2R
does not fully mimic that of the ligand-activated te
ceptor. Both agonist occupancy and receptor phos
phorylation have been proposed to contribute to the
increased affinity of p-arrestin for the activated recep
tors (16, 17). The contormational landmarks of the
activated form of the receptor (R*) and the phosphor
ylation sites are believed te be recognized by distinct
+
+
+ + +
+ - + - +
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domains of f3-arrestin. Following this model, the Iow
affinity binding of f3-arrestin to R137H V2R could be
explained by the presence of the phosphorylation sites
in the absence of some of the other Iandmarks of R*.
This obviously taises a question tegarding the cause of
the desensitized state of Ri 37H V2R. Does the Ri 37H
mutation ditectly lead to a desensitized state, or s the
desensitization secondary to a constitutive activation
of the teceptot? The ptesent data do not allow to
unambiguously distinguish between these two possi
bihties. Howevet, consistent with a desensitization that
could be independent of a constitutive activation, mu
tant forms of Ri 37H V2R, lacking the phosphorylation
sites needed foi- the constitutive f3-arrestin tecruitment
and desensitization, did not show any detectable in
ctease in basal cAMP ptoduction (10).
As can be seen in Fig. 4, pretreatment with SR49059
slightly increased both the agonist-promoted and
constitutive BRET between the receptor-Riuc and f3-
atrestin2-GFP1O fot the WT and R137H V2R, respec
tively, without affecting the BRET50. As already dis
cussed above, this inctease in BRET most Iikely te
flects the increased proportion of receptor-Rluc that
can be correctly ptocessed and ttafficked to the
plasma membrane whete t can productively interact
with frarrestin (see next section). Taken together,
these results indicate that a sustained pretteatment
with SR49059 does flot inhibit the interaction between
Ri 37H V2R and p-arrestin and thetefote suggests that
the functional rescue observed upon such pretreat
ment cannot be attributed to a relief 0f the constitutive
desensitization.
In the previous experiment, SR49059 was temoved
from the medium before monitoring the interaction
between the receptor and p-arrestin, an expetimental
paradigm that mimics the conditions used to assess
the functional rescue promoted by SR49059 treat
ment. One could therefore argue that the continued
presence of the antagonist would be tequired 10 de
tect an inhibitory effect on the interaction between
Ri 37H V2R and p-arrestin. To test this hypothesïs, the
BRET between Ri37H-Rluc V2R and j3-artestin2-
GFPi O was assessed in the presence and absence of
SR49059 for 0—60 min. As shown in Fig. 5, direct
treatment with SR49059 did not inhibit the constitutive
interaction between the mutant receptor and /3-arres-
tin. This contrasts with the ability of the SR49059
treatment to inhibit the AVP-promoted f3-arrestin te
cruitment observed with the wr receptor by compet
ing for the ligand binding site and preventing receptor
activation (Fig. 5, inset). These data confirm that bind
ing of SR49059 to the mutant receptor does not inhibit
its ability to spontaneously recruit /3-arrestin.
Pharmacological Chaperone Action of SR49059
Because the ability of SR49059 treatments to restore
R137H V2R signaling activity cannot be affributed to
an inhibition of the spontaneous p-arrestin recruit
ment, we hypothesized that t could result from a
pharmacological chaperone action of the antagonist
basal
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Fig. 4. Affinity 0f Interaction between V2R and $-Arrestin2 in Living CelIs after SR49059 Pretreatment
HEK293T cells were transiently cotransfected with WT-Rluc or R137H-Rluc V2R along with increasing amount 0f p-arrestin2-
GFP1 0, and incubated in the absence or presence of SR49059 1 o M for 16 h. After extensive washing, cells were stimulated
with AVP and BRET measured as described in Fig. 3. The BRET values were plotted against the ratio cf GFP/RIuc and the BRET50
deduced trom the titration curve as the GFP/Rluc value that gives 50% of the maximum BRET. Data were obtained trom four
independent experiments and analyzed by nonlinear regression using Pnsm 3.0 (GraphPad, San Diego, CA).
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Fig. 5. interaction between V2R and 13-Arrestin2 in Living Ceils after Short Stimulation with SR49059
HEK293T oeils were transiently cotransfected with WT-RIuc V2R or Ri 37H-Rluc V2R along with f3-arrestin2-GFP1 0. CelIs were
transferred te 96-weIl plates and incubated or not with SR49059 10 M for 0—60 min. Data represent the mean ± SEM of four
independent experiments. lnset, HEK293T oeils transiently cotransfected with WF-RIuc V2R and j3-arrestin2-GFP1 O were
incubated or net with AVP for 10 min in the absence or the continued presence of SR49059. BRET was measured as described
in Fig. 3.
by increasing the proportion ot mutant receptor that
reaches the plasma membrane. This could lead to an
increased signahng activity because the constitutively
desensitized receptor is not completely inactive and
shows residual signaling efficacy (10). 10 directly test
the possible pharmacological chaperone action ot
SR49059 on R137H V2R, the abiiity ot the compound
to rescue vasopressin-stimulated adenylyl cyclase ac
tivity was assessed in the presence and absence of
monensin, an agent known to block the transport from
the Golgi to the plasma membrane by affecting the
activity of the glycosyltransferases in the Golgi net
work (18). if, as proposed, the SR49059 functions as a
pharmacological chaperone by promoting the traffick
ing of neosynthesized receptor to the plasma mem
brane, treatment with monensin should inhibit its ac
tion. As shown in Fig. 6A, under control conditions,
pretreatment of ceils expressing Ri 37H V2R with
SR49059 for 16 h significantly increased the abiiity of
AVP ta stimulate cAMP production, confirming that
the antagonist can promote the partial functional re
covery of R137H (8). Cotreatment of the oeils with
monensin completely blocked the effect of SR49059
on the AVP-stimulated cAMP, indicating that the
transport of new receptors to the plasma membrane is
required. This is consistent with a pharmacologicai
chaperone action of SR49059 that would bind ta the
mutant receptor inside the ceil, stabilize t, and tacili
tate its processing through the quality contrai system
of the ER (4, 7). The tact that the potentiating effect of
SR49Q59 could not be observed for treatment times
shorter than 13 h (Fig. 1) is in agreement with a mech
anism requiring receptor maturation and transport
(19). AIso consistent with an intraceliular site of action
of SR49059 s the observation that pretreatment with
the membrane impermeable peptidic antagonist
H3i92 was unable ta potentiate the AVP-stimulated
cAMP accumulation (Fig. 6A).
The pharmacological chaperone mode of action of
SR49059 is further supported by the tact that the
potentiated AVP-stimulated cAMP production pro
moted by the nonpeptidic antagonist treatment was
accompanied by a noticeable increase in the amount
of Ri 37H V2R detected at the ceil surface by immu
nofluorescence (Fig. 6E). Quantitative assessment,
using ELISA, revealed that the 16-h treatment with
SR49059 leU ta a 1.8 ± 0.3-told increase in the
amount of celi surface R137H V2R (Fig. 6C). Although
this may not seem like a dramatic increase, the ELISA
signal observed after the treatment reached approxi
mately 20% of that observed when equivalent amount
of wr receptor DNA was transfected in parallel exper
iments (data flot shown). Such increase in R137H V2R
expression levei may thus be sufficient ta explain the
relatively modest increase in AVP-stimulated cAMP
production observed affer the SR49059 treatment. An
tagonist treatments were aise found to increase the
oeil surface expression of twa other GPCRs harboring
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Fig. 6. Intracellular Site 0f Action for 5R49059
A, AVP-stimulated cAMP accumulation was measured in
Gos-1 cells transiently expressing the HA-R137H V2R. Gelis
were labeled with {3H]adenine and treated or not with 1O M of
5R49059, 1O M H3192, and je_5 M monensin for 16 h as
indicated. Celis were then washed extensively and incubated or
not with i0 M AVP for 20 min. After ceil lysis, [3H]cAMP was
purified by ion exchange chromatography. Data are expressed
as [3H]cAMP/([3H]ATP+[3H]cAMP) and represent the mean ±
SEM 0f four independent experiments (, P < 0.01). B, HEK293T
ceils stably expressing HA-R137H V2R were incubated in the
presence or absence of 10 M SR49059 for 16 h. Surface
receptors were detected with mouse anti-HA antibody under
nonpermeabilized condition, the immunoreactivity revealed with
an Oregon-green-conjugated secondary antibody and visual
ized by confocal fluorescence microscopy using a X 100 Apo
Plan objective. The images shown are representative of many
fields observed in five independent experiments. C, HEK293T
celis transiently expressing HA-R137H V2R were incubated in
the presence or absence 0f 10 M SR49059 for 16 h. Surface
receptors were detected using mouse anti-HA antibody under
nonpermeabilized condition followed by horseradish peroxi
dase conjugated antimouse antibody. The substrate n-phenyl
enediamine dihydrochloride was added for 7 mi the reaction
was stopped with 200 il of 3 N HCI, and the extinction was
measured at 492 nm.
equivalent mutation in the DRY motif. Indeed, over
night treatments with the al -adrenergic and angioten
5m II antagonist, phentolamine and Li58 809, favored
cell surface localization of the Ri 43E a 1 B adrenergic
receptorand the Ri26H AT1AR, respectively(11). Be
cause, as is the case for the R137H V2R, these mu
tants were found to be constitutively internalized and
associated with p-arrestin, the authors suggested that
this could result from an inhibition of the internaliza
tion. However, they noted that they could not rule out
a pharmacological chaperone effect leading to an in
crease celi surface targeting. In the present study, the
observation that the treatment with the antagonist did
not affect the constitutive interaction between the re
ceptor and p-arrestin strongly suggest that the in
crease cell surface expression is due to the pharma
cological chaperone action of SR49059.
b further probe this mechanism 0f action, meta
bolic labeling experiments were carried out. Cells
expressing either WT or Ri 37H V2R were treated or
not with SR49059 before being labeled for 30 min in
a methionine/cysteine-free medium containing
[35S]methionine/cysteine. A chase of up to 2 h was
then initiated in the continued presence or absence
of SR49059. Receptors were then solubilized, im
munoprecipitated and separated on a SDS-PAGE
gel. As shown in Fig. 7 and as previously reported
(4), the WT V2R is synthesized as a 38-kDa precur
sor form and processed to a mature 48-kDa species
over time such that most of the receptor is in its
mature form after the 2-h chase. In contrast, very
little of the Ri 37H V2R was processed to the mature
form even at the end of the 2-h chase, suggesting
that this mutant receptor was poorly processed and
that a sizable proportion was degraded. This altered
maturation profile s characteristic of receptor mu
tants that are retained in the ER by the quality con
trol system. Although the SR49059 treatment had no
apparent effect on the extent of maturation for the
WT receptor, it reproducibly increased by 40% the
amount of R137H V2R reaching the mature form at
the end of the 2-h chase. This effect of the antag
onist s reminiscent of the effect previously ob
served for other ER-retained V2R mutants treated
with a different antagonist having pharmacological
chaperone properties (4). Therefore, these results
strongly support the notion that SR49059 act as a
pharmacological chaperone on R137H V2R.
In their original description of the Ri 37H V2R, Barak
et aL (10) showed that its coupling properties could be
improved by mutations that prevent the constitutive
phosphorylation and endocytosis of the receptor. If as
proposed above, the action of SR49059 on R137H
V2R is independent of this constitutive internalization
and results from its pharmacological chaperone activ
ity, one would predict that the SR49059 treatment
would also increase the signaling efficacy of receptors
lacking the constitutive phosphorylation sites. As
shown in Fig. 8A, this is indeed the case. SR49059
treatment potentiated the AVP-stimulated adenylyl cy
clase in cells expressing a mutant form of R137H V2R
truncated from its Iast nine amino acids that encom
pass the phosphorylation sites (Ri37H-T362 V2R). In
fact, the potentiating effect was even greater than that
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observed for the fuIl-Iength Ri 37H V2R. This is flot
surprising because the positive effect on receptor
maturation observed for the Ri 37H-T362 V2R (Fig.
8B) can no longer be blunted by the rapid constitutive
endocytosis of the rescued receptor.
Taken together, our resuits suggest that SR49059 res
cue ceil surface expression and signaling efficacy of
R137H V2R by acting intracellularly as a pharmacologi
cal chaperone and not by inhibiting its constitutive en
docytosis. This is different from the recently described
action of an AT1 angiotensin inverse agonist on the oeil
surface expression of a constitutively active and inter
nalized mutant receptor. Indeed, Miserey-Lenkei et al.
(20) reported that treatment of ceils expressing a consti
tutively active mutant form of the AT1AR (L305Q AT1AR)
with losartan prevented the endocytosis of the receptor
and promoted its externalization from endocytotic pools
to the plasma membrane.
In conclusion, our resuits suggest that the bene
ficial clinical effect that SR49059 treatment had in
three NDI patients resulted from its pharmacological
chaperone action on a portion of the receptor pop
ulation that could flot reach an ER export competent
conformation. Although not achieved by the
SR49059 treatment, inhibition of the constitutive in
teraction of Ri37H V2R with -arrestin, and the
resulting endocytosis, represents another avenue to
furiher increase its signaling efficacy. There is no
doubt that a compound that could both inhibit the
constitutive endocytosis and act as pharmacologi
100 *
— 80o
e
‘.260
H
_Li
untreated SR49059
cal chaperone would be a better drug candidate to
treat NDI patients harboring the R137H V2R muta
tion. However, whether such a compound can exist
remains to be investigated.
MAIERIALS AND METHODS
Materials
DMEM, fetal bovine serum, penicillin, streptomycin, glu
tamine, fungizone, geniticine (G418), and PBS were ail
from Wisent Inc. (St-Bruno, Quebec, Canada) Celi culture
plates and dishes were from Corning (Corning, NY). BSA,
the substrate o-phenylenediamine dihydrochloride, AVP,
and 3-isobutyl-1-methyl-xanthine were from Sigma fSt.
Louis, MC). Monensin was from Calbiochem (La Joua, CA).
H3192 was from Bachem frorrance, CA). SR49059 was a
generous gift from Sanofi-Synthelabo Research (Toulouse,
France). Bradford reagent was from Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA). 13H] adenine, [35S}cysteine/methionine and
En3Hance autoradiography enhancer were from NEN Life
Science Products (Boston, MA). Oregon-green-conjugated
antimouse antibodies and Texas-red conjugated anti
mouse antibodies were from Molecular Probes (Eugene,
OR). Horseradish peroxidase conjugated antimouse anti
body were from Amersham Pharmacia Biotech (Liffle Chai
font, Buckinghamshire, UK). Mouse anti-myc antibodies
(9E10 clone) and mouse anti-HA antibodies f12CA5) were
produced by our core facility as ascite fluids. Biomax films
were from Eastman Kodak Cc. Scientific Imaging Systems
(Rochester, NY). The DeepBlueC coelenterazine and white
Optiplate were from PerkinElmer (Boston, MA).
A
WT
M —
chase(min) 0 120
untreated
0 120
SR49059
chase(min) 0 120
untreated
0 120
SR49059
Fig. 7. Effect of SR49059 Treatment on V2R Maturation
HEK293T cells expressing myc-WT or HA-Ri 37H V2R were incubated in the absence or presence of 1 o M SR49059 for 16 h.
Labeling was carried out with 450 JLC1/dishes [55] methionine/cysteine for 30 min followed by a chase in the continued presence
cf SR49059 for the indicated times. A, lmmunopurified receptor species were resolved by SDS-PAGE and revealed by
autoradiography. The precursor (P) and mature (M) species are indicated. The panels shown are representative 0f three
independent experiments (*, P < 0.005). B, The intensity of the bands were determined by densitometry and the proportion cf
data shown represent the mean ± SEM 0f three independent
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R137H R137H
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Fig. 8. Functional and Maturation Rescue of R137H-T362
V2R by SR49059
A, AVP-stimulated cAMP accumulation was measured in
Gos-1 ceils transiently expressing HA-R137H V2R.or HA
R137H-T362 V2R. Ceils were labeled with rH]adenine and
treated or flot with io M 0f SR49059 for 16 h. Ceils were
then washed extensively and incubated or flot with iO— M
AVP for 20 min. After cet lysis, rH]CAMP was purified by
ion exchange chromatography. Data are expressed as
rH]cAMP/(rH]ATP+[3H]cAMP) and represent the mean ±
SEM of three independent experiments. B, HEK293T oeils
expressing HA-R137H V2R 0f HA-R137H-T362 V2R were
incubated in the absence or presence cf io- M SR49059 for
16 h. Labeling was carried out with 450 jiCi/dishes r5si
methionine/cysteine for 30 min followed by a chase in the
continued presence 0f SR49059 for the indicated times. Re
ceptor species were resolved by SDS-PAGE and revealed by
autoradiography. The precursor (P) and mature (M) species
are indicated.
DNA Construct
For BREt experiments, the WT-Riuc V2R fusion construct
was generated by subcioning the Riuc coding sequence 3’ et
the V2R coding sequence within the pODNA3.i -V2R so that a
six-amino acid iinker (GSGTGS) separated the carboxyl ter
minal of V2R and the initiator methionine cf Rluc. Ri 37H-Rluc
V2R was constructed using PCR-based, site-directed mu
tagenesis to introduce the mutation Ri 37H in the pcDNA3.1 -
WT-RIuc V2R. For the 3-arrestin-GFPi0, the rat f3-arrestin2
coding sequence was subcloned in trame 5’ of the GFP
variant GFP1O (15) coding sequence within the pcDNA3.i-
V2R-GFP (13), after removing the V2R coding sequence. This
lcd to a construct in which the carboxyl terminal cf the p
arrestin was separated from the initiator methionine 0f GFP1 O
by a six-amino acid linker (GSGTGS). Ail DNA constructs
were confirmed by direct sequencing. The HA-tagged Ri 37H
V2R and R137H-T362 V2R constructs were provided from
the laboratory 0f Dr. Marc Caron (10) and the myc-tagged WT
V2R (4) and p-arrestin-YFP (21) were aiready avaiiabie in
the lab.
Ccli Culture and Transfections
Human embryonic kidney 293 cells (HEK293T) and Gos-i
ceils were maintained in DMEM supplemented with 10% tetal
bovine serum, 100 U/ml penicillin/streptomycin, and 2 m
L-glutamine. Mammalian expression plasmids encoding the
cDNA for the V2R harbonng either myc (WT) or HA tags
(Ri 37H and Ri 37H-T362) at their N terminai were transientiy
transfected in HEK293T oeils using Fugene (Roche Diagnos
tics, Basai, Switzeriand) according to the manufacturer’s rec
ommendation or in Ces-i ceiis using the diethyiaminoethyi
Dextran method (22). The WT-Riuc V2R, R137H-Riuc V2R,
and j3-arrestin2-GFPiO constructs described above were
transientiy transfected in HEK293T oeils using the calcium
phosphate precipitation procedure (23). For the transient
transfections, oeils were ailowed te express the toreign DNA
for 48 h before performing the experiments. Stable R2K293T
ceil unes expressing either myc-WT or HA-Ri 37H V2R were
generated by standard seiection procedure using the Gene
ticin selection marker and by growing ceils in DMEM con
taining 450 g/mi Geneticin. Receptor expression was as
sessed by immunofluorescence microscopy using anti-HA or
anti-myc antibodies (as descnbed in Fluorescence Micros
copy) and clonai ccli unes were derived. These oeils were
transiently transfected with p-arrestin2-YFP using the cai
cium phosphate precipitation method.
cAMP Accumulation
Gos-i oeils transientiy expressing myc-VVT or HA-R137H
V2R were metaboiicaiiy iabeied with rHJadenine (2 Ci/weH)
in six-weii plates for 16 h at 37 C. They were then washed
twice with PBS, stimulated with 10 JLM AVP for 20 min at 37
C and the reaction stopped at 4 C with 5% trichioroacetic
acid. The transformation of rHJATP into[3H]cAMP was as
sessed by separating the nucleotides using ions exchange
chromatography as previousiy described (24).
Fluorescence Microscopy
Ccii surface immunofluorescence studies were canied eut as
previousiy described (4). HEK293T celis stabiy expressing the
WT or R137H V2R were washed and incubated with antibod
ies (i :50) directed against myc- or HA-epitope tags present at
the N terminus of receptors for 1 h at 4 G. The celis were then
washed, fixed with 3% paraformaidehyde (PFA) in PBS for 15
min at 4 C, and permeabiiized with PBS/0.5% BSN 0.2%
Triton X-100 for 10 min at room temperature. Immunoreac
tivity of the receptor was then reveaied using secondary
Oregon-green-conjugated antimouse antibodies (1:500), the
coverslips were mounted on glass microscope slides, and
the images were acquired on a Leica HM IRBE laser-scan
ning microscope with a xi 00 objective (Leica Microsystems,
Mannheim, Germany).
To determine the subcelluiar distribution 0f 3-arrestin and
V2R simuitaneously, fluorescence microscopy was used.
HEK293T oeils stably expressing the WT or Ri37H V2R and
transiently expressing the p-arrestin-YFP were washed and
incubated with antibodies (1:50) directed against myc- or
HA-epitope tag present at the N terminus of receptors for 1 h
at 4 C. The oeils were then stimuiated with 10 M AVP for 10
min at 37G, washed, fixed with 3% PFA in PBS for 15 min at
4 C, and permeabiiized with PBS/0.5% BSNO.2% Triton
X-100 for 10 min at room temperature. immunoreactivity 0f
the receptor was then revealed using secondary Texas red
conjugated antimouse antibodies (1:500) (Moiecular Probes)
(rad). Direct fluorescence cf the p-arrestin2-YFP was de
tected at 520 nm upon excitation at 488 nm (green). V2R and
p-arrestin2-YFP images were acquired separately with a
Nikon-eclipse TE2000-U (Nikon, Kanagawa, Japan) and co
iocaiization (yellow) monitored by merging the images using
the software Metamorph (Universai Imaging Corp., Downing
town, PA).
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BRET
HEK293T ceils transiently expressing WT-Riuc or R137H-
Rluc V2R along with -arrestin2-GFP10 were washed with
PBS/0.1 % glucose, detached with PBS/5 m EDTA and ce
suspended with PBS/0.1 % glucose. Ceils were then distrib
uted in 96-weIl microplates fwhite Optipiate) at a density of
approximately 1 00,000 ceilslweii. DeepBiueC coelenterazine
was added at a final concentration 0f 5 M, and readings
were coilected using a modified TopCount NXT apparatus
(Packard Bioscience, PerkinElmer) that ailows the sequentiai
integration ofthe signais detected in the 370- to 450-nm and
500- ±0 530-nm windows using fiiters (Chroma, Rockingham,
VT) with the appropriate band pass. The BRET signai was
determined by caicuiating the ratio of the fluorescence emit
ted by the p-arrestin-GFP1O (500—530 nm) over the light
emiffed by the receptor-Riuc (370—450 nm). The values were
corrected by substracting the background signal detected
when the receptor-Rluc was transfected aione. For BREF
titration curve experiments, ceils were transfected with a
constant amount 0f receptor-Riuc construct and increasing
quantities of j3-arrestin2-GFP. Total luminescence (receptor
Riuc) and fluorescence ff3-arrestin2-GFP) was measured in
each sample using a lumicount and fluorocount (PerkinEimer
Life Sciences). The BREF signal obtained was ploffed against
the ratio 0f Riuc luminescence/GFP fluorescence.
ELISA
HEK293T ceiis transientiy expressing HA-Ri 37H V2R were
washed and incubated with antibodies (7:500) directed
against HA-epitope for 1 h at 4 C. Celis were then washed,
fixed with 3% PFA in PBS for 15 min at 4 C, and incubated
with horseradish peroxidase conjugated antimouse antibody
(1:1000) for 30 min. The substrate o-phenyienediamine dihy
drochloride was added according to the manufacturer’s in
structions for 7 min. The reaction was stopped with 200 ii 0f
3 N HC1, and extinction was measured at 492 nm.
Metabolic Labeling and Immunoprecipitation
HEK293T ceiis tcansientiy expressing myc-Wt or HA-Ri 37H
V2R were starved for 30 min in methionine/cysteine-free
DMEM, labeied for 30 min with 450 pCi/1 00-mm Petri dishes
0f [35SJ-cysteine/methionine. Ceiis were then iysed by soni
cation and membranes centrifuged at 36,000 X g for 20 min.
The crude membrane preparation was soiubilized in 0.5%
n-dodecyi-p-n-maitoside (Roche Diagnostics) for 1 h and
cenffifuged 1 h at 145,000 X g to get id of insoluble materiai.
Soiubiiized receptors were immunoprecipitated with anti
myc or anti-HA antibodies and G protein Sepharose. immu
nopurified receptors were subsequently resoived on 10%
SDS-PAGE and the gel treateti with En3Hance autoradiogra
phy enhancer before being exposed to Biomax film at —80 C.
Statistical Analysis
Statisticai significance of the difference was determined us
ing Student’s t test analysis.
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Discussion
208
Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de tester l’hypothèse que des
antagonistes non-peptidiques des récepteurs de la vasopressine peuvent agir comme
chaperon pharmacologique et le mécanisme d’action par lequel ils permettent la récupération
de la fonction de certains récepteurs V2 mutants ainsi que leur potentiel thérapeutique chez
des patients atteints de diabète insipide néphrogénique.
Nous avons d’abord démontré que des antagonistes non-peptidiques des récepteurs
de la vasopressine (SR121463, VPA-985, SR49059 et YIVIO$7) peuvent agir comme
chaperons pharmacologiques en permettant l’expression à la surface cellulaire et la
récupération partielle de fonction des récepteurs V2 mutants responsables du diabète
insipide néphrogénique. Nous avons ensuite validé que ces chaperons pharmacologiques
agissent au niveau du réticulum endoplasmique en stabilisant une forme native ou quasi-
native des récepteurs et diminuent leur dégradation prématurée. finalement, nous avons
démontré qu’un traitement de deux jours avec l’un de ces antagonistes, le SR49059, a
partiellement réchappé la fonction urinaire chez cinq patients atteints de diabète insipide
néphrogérnque.
Tous ces résultats suggèrent que les chaperons pharmacologiques offrent une
nouvelle voie thérapeutique dans le traitement du diabète insipide néphrogénique ainsi que
pour plusieurs autres maladies conformationnelles.
209
Les maladies conformationnelles résultent de mutations, pouvant être de simples
mutations ponctuelles, qui affectent la structure tridimentionnelle de la protéine entraînant sa
rétention dans le réticulum endoplasmique. Ces protéines sont retenues grâce au système très
rigoureux de contr6le de qualité du réticulum endoplasmique. Ensuite, ces protéines seront
soit prématurément dégradées par le protéasome ou elles formeront des agrégats toxiques
pour la cellule.
Une de ces maladies conformadonnelles est le diabète insipide néphrogénique. Cette
pathologie entraîne une résistance des reins en réponse à l’hormone antidiurétique, l’arginine
vasopressine, menant à une polyurie jusqu’à 20 litres d’urine par jour. Dans environ 90% des
cas, la maladie est due à des mutations dans le gène du récepteur V2 de la vasopressine, situé
sur le chromosome X. À ce jour, il existe plus de 170 mutations différentes dans ce récepteur
responsables du phénotype de diabète insipide néphrogénique. Lorsqu’exprimé dans un
système d’expression hétérologue, la majorité de ces récepteurs mutants sont retenus dans le
réticulum endoplasmique afin d’être dégradés et ne peuvent atteindre la surface cellulaire
pour exercer leur fonction.
Dans le passé, différents groupes de chercheurs ont tenté de trouver des façons de
réchapper des récepteurs V2 mutants. Par exemple, le groupe de Schôneberg a tenté de
sauver les récepteurs \T2 mutants par une approche de complémentation fonctionnelle en
exprimant des fragments de récepteurs correspondants aux régions mutantes. Ils ont donc
co-exprimé un polypeptide, soit les 130 derniers acides aminés de la queue C-terminal du
récepteur V2, avec les récepteurs mutants dans des cellules (Schoneberg et al.,
1996;Schoneberg et aL. 1997;Schulz et al., 2000). Quatre des six récepteurs tronqués (E242X,
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8O4delG, 834de1A et W284X) et un récepteur muté (Y280C) ont vu leur fonction récupérée
quoique la quantité de récepteurs à la surface était faible. Le mécanisme proposé expliquant
ce sauvetage fonctionnel serait une substitution par le fragment co-exprimé dans le cas des
récepteurs tronqués. Cependant, dans le cas du récepteur portant la mutation Y280C, le
mécanisme possible est moins évident, la dimérisation pourrait être en cause (Schuiz et al.,
2000). Cependant, l’administration de ce poÏvpeptide chez des patients demeure un grand
problème.
Plus tard, le groupe de Rosenthal a tenté de réchapper la fonction de récepteurs V2
mutants portant les mutations Gl$5C ou R202C. Ces mutations, par l’ajout d’une cvstéine
dans les boucles intracellulaires, entraînent la formation d’un nouveau pont disulfure avec les
cystéines normalement présentes dans le récepteur, ce qui affectent la structure native du
récepteur. Afin de réchapper ces récepteurs mutants, ils ont enlevé une autre cystéine
(C195A) dans le récepteur qui pourrait former le pont avec celles dues à la mutation
(Schulein et al., 2001). Lorsque les deux mutations sont présentes (G185C et C195A) ou
(R202C et C195A), les récepteurs sont fonctionnels, suggérant qu’un pont s’était bel et bien
formé entre ces cystéines. Toutefois, cette approche n’est pas très prometteuse puisqu’elle
s’applique seulement à deux mutations particulières et nécessite la thérapie génique.
Parallèlement à ces études, nous avons développé le concept de chaperon
pharmacologique, de petites molécules permettant une manipulation du contrôle de qualité
du réticulum endoplasmique. Cette thérapie semblait plus prometteuse puisqu’elle n’est pas
spécifique à une mutation particulière, un grand avantage dans le cas du diabète insipide
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néphrogénique car presque chaque famille présente une mutation différente, et ne nécessite
aucune intervention, telle la thérapie génique.
Les premières évidences concernant une manipulation du contrôle de qualité du
réticulum endoplasmique proviennent d’études avec le CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator). Des mutations dans ce canal du chlore sont
responsables de la fibrose kystique, une inabilité des cellules épithéliales à sécréter le chlore.
Environ 90% des patients atteints de la fibrose kystique portent la mutation zF508 (délétion
de la phénylalanine à la position 508) qui cause un mauvais repliement du canal, entraînant sa
rétention dans le réticulum endoplasmique et sa dégradation rapide par le protéasome. Les
premières études ont démontré qu’une diminution de la température de croissance des
cellules exprimant le AF508 CFTR permettait d’augmenter la quantité de canaux
fonctionnels à la membrane (Denning et al., 1992). Ces résultats ont été interprétés comme
un effet cinétique provenant du ralentissement du processus de repliement permettant à une
plus grande proportion de canaux de se replier dans la bonne conformation.
Suite à ces observations, des composés à bas poids moléculaires, tels le glycérol, le
trimethylamine N-oxyde ou l’eau deutérée, ont été testés en sachant qu’ils peuvent stabiliser
les protéines. En accord avec l’effet cinétique de la température sur le repliement, ces
composés ont eux aussi permis de réchapper fonctionnellement les CFTR mutants (Brown
et al., 1996;Sato et al., 1996). Ces composés ont été définis comme chaperons chimiques
puisque l’hypothèse générale est que ces composés permettent de stabiliser la bonne
conformation de la protéine qui permet d’échapper au contrôle de qualité du réticulum
endoplasmique. Par la suite, un traltment avec les chaperons chimiques ont été utilisés dans
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plusieurs cas de protéines mutantes impliquées dans des maladies conformationnelles (voir
chapitre 4.1). Cependant, aucun chaperon chimique ne peut être utilisé chez les humains
puisque ceux-ci sont toxiques en plus d’être non-spécifiques.
Ces études ont mené à l’utilisation de composés pouvant spécifiquement lier des
protéines mutantes à l’intérieur de la cellule afin de permettre leur échappement du rédculum
endoplasmique et être tolérés chez les humains. La spécificité est en fait un critère très
important in vivo puisque l’augmentation de la maturation de plusieurs protéines peut être
très néfaste. La première étude provient de travaux sur le transporteur P-glycoprotéine.
Surprenament, le traitement de transporteurs mutants, retenus dans le réticulum
endoplasmique, avec des substrats et des inhibiteurs a permis de récupérer leur fonction
(Loo and Clarke, 1995). Cet effet a été accompagné par une augmentation de la maturation
de la protéine telle que démontré par l’accumulation de la forme glycosylée mature.
L’hypothèse que l’occupation du site de liaison du transporteur stabilisait une conformation
près de la conformation native pouvant passer le contrôle de qualité a donc été posée. Par la
suite, quelques études ont démontré des résultats similaires avec des ligands spécifiques à
chacunes des protéines mutantes considérées (voir chapitre 4.1 et 4.2).
Suite aux études sur le transporteur P-glycoprotéine, nous avons posé l’hypothèse
que des ligands spécifiques aux récepteurs de la vasopressine pourraient stabiliser les
récepteurs V2 mutants et leur permettre de passer les contrôles de qualité du réticulum
endoplasmique. Nous avons d’abord confirmé que les récepteurs mutants (L59P, de162-64,
L83Q, Y128S, W164S, S167L, A294P, P322H, R337X) étaient bien retenus dans le rédculum
endoplasmique puisque ceux-ci sont colocalisés parfaitement avec la calréticuline, une
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protéine résidante du réticulum endoplasmique. Ensuite, nous avons démontré que deux
antagonistes non-peptidiques des récepteurs \T2 de la vasopressine, le SR121463 et le \TPA
985, pouvaient augmenter l’expression à la surface cellulaire de ces récepteurs mutants. Puis,
afin de savoir si les récepteurs mutants à la membrane sont fonctionnels, nous avons observé
la liaison de la vasopressine et la fonction de ces récepteurs. Suite à une stimulation par la
vasopressine, ces récepteurs sont bel et bien capable de stimuler l’adénylate cyclase par
l’activation de la protéine Ga. Malgré le fait que la fonction fut observée, aucune liaison de
la vasopressine marquée ne fut détectée. Ce manque de liaison peut s’expliquer de deux
façons différentes. La première explication est que les récepteurs sont dans une
conformation de basse affinité pour la vasopressine alors que la deuxième est que
l’antagoniste bloque la liaison de la vasopressine une fois à la membrane puisque
l’antagoniste est toujours lié au récepteur. Nous croyons que la deuxième explication est plus
probable. D’abord, lorsque les récepteurs de type sauvage sont traités avec l’antagoniste, il
est aussi impossible de détecter la liaison de la vasopressine marquée, suggérant que
l’antagoniste bloque cette liaison. De plus, puisque l’essai utilisé afin de détecter la fonction
des récepteurs est un système d’amplification, une petite proportion de récepteurs dissociés
de l’antagoniste serait suffisante afin de discerner le signal.
Suite à tous ces résultats, deux hypothèses sur le mécanisme d’action des chaperons
pharmacologiques s’offraient à nous. La première hypothèse est que les antagonistes
stabilisent une faible proportion de récepteurs mutants la membrane dans une
conformation moins propice à l’internalisation et la dégradation, tel que démontré pour les
récepteurs H2 de l’histamine (Smit et al., 1996) ou d’autres récepteurs constitutivement actifs
(Gether et al., 1997a;Heinflink et al., 1995;Lee et al., 1997). La deuxième hypothèse est que
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l’antagoniste lie le récepteur mutant à l’intérieur du réticulum endoplasmique et le stabilise
dans une conformation qui va lui permettre de passer les contréiles de qualité et d’atteindre la
surface cellulaire. Afin de discriminer entre ces deux hypothèses, nous avons utilisé un
antagoniste peptidique, qui ne peut pénétrer la membrane. Si la récupération de fonction
observée en présence de SR121463 est à la membrane, l’antagoniste peptidique pourrait aussi
permettre cette récupération ou du moins la bloquer. En observant la capacité à stimuler ;a
production d’AMPc de ces récepteurs mutants suite à une exposition à la vasopressine, nous
avons confirmé que le SR121463 agit vraiment à l’intérieur de la cellule puisque l’antagoniste
peptidique ne permet pas et ne bloque pas la récupération de la fonction des récepteurs
mutants engendrée par le SR121463. Par la suite, afin de savoir si le SR121463 agit au niveau
du réticulum endoplasmique, nous avons observé l’état de glycosylation des récepteurs.
Comme l’état de glycosylation du récepteur est différent selon les compartiments par lesquels
il a été acheminé, il est possible de savoir si un récepteur n’a pas quitté le réticulum
endoplasmique (forme partiellement glycosylée) ou s’il est passé par l’appareil de Golgi
(forme complètement glycosylée) puisque cette forme complètement glycosylée augmente le
poids moléculaire du récepteur. Dans le cas des récepteurs mutants que nous étudions, ils
sont tous que partiellement gÏvcosylée et suite au traitement avec le SR121463, il y a
apparition de la forme complètement glycosylée. Ces résultats indiquent que les récepteurs
mutants en présence de l’antagoniste sont maintenant acheminés à la membrane par la voie
traditionnelle de sécrétion, soit en passant par l’appareil de Golgi. Nous avons donc conclu
que les antagonistes non-peptidiques agissent comme chaperons pharmacologiques en
stabilisant les récepteurs mutants dans une conformation qui leur permet de franchir le
contrôle de qualité du réticulum endoplasmique et d’atteindre la surface cellulaire pour
exercer leur fonction. Cependant, une fois à la membrane, quand est-il de la stabilité des
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récepteurs mutants. Il a été démontré que dans le cas du CFTR, une fois à la membrane en
réduisant la température de croissance des cellules, ces canaux mutants sont moins stables
que les canaux de type sauvage (Lukacs et aL, 1993). Dans le cas des récepteurs V2, la
stabilité de la protéine à la membrane n’a pas été étudiée directement mais certaines
évidences nous portent à cfolre que la stabilité ne serait pas très affectée. Par exemple, 12
heures après avoir enlevé l’antagoniste, les récepteurs répondent toujours positivement à une
stimulation par la vasopressine.
Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des chaperons pharmacologiques,
nous avons poussé davantage les études avec un de ces antagonistes, le SR121463 sur les
récepteurs V2 portant la mutation \V164S. Tout d’abord, nous avons exploré les causes de la
rétention intracellulaire. En prenant avantage de l’effet de la tempéraure de croissance des
cellules sur la maturation des protéines mutantes, tel que décrit précédemment, nous
voulions savoir si nos récepteurs mutants étaient mal repliés. Comme attendu, l’incubation
de nos cellules exprimant des récepteurs V2 mutants à 3O degrés pendant 16 heures a
permis de récupérer l’expression de ces récepteurs à la surface cellulaire, suggérant que la
rétention était due à un mauvais repliement. Cette augmentation de l’expression des
récepteurs mutants à la surface cellulaire est similaire à celle obtenue suite au traitement avec
l’antagoniste et encore plus lorsque les deux furent utilisés. Le fait que le SR121463 permette
une augmentation des récepteurs à la surface en plus de l’effet de la température est d’une
part compatible avec le fait que la température permet un ralentissement du processus de
repliement en laissant plus de temps aux récepteurs mutants pour se replier. D’autre part, en
plus de la proportion de récepteurs réchappés en réponse à une diminution de la température
de croissance, une proportion est réchappée par l’antagoniste. Ces résultats suggèrent que ces
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récepteurs V2 mutants soient retenus dans le réticulum endoplasmique dû un mauvais
repliement de la protéine. Cependant, ce mauvais repliement ne semble pas être majeur
puisque ces récepteurs peuvent toujours dimériser entre eux et avec les récepteurs de type
sauvage. La dimérisation des récepteurs mutants avec les récepteurs de type sauvage n’est pas
pertinente du point de vue physiologique puisque le gène du récepteur V2 est situé sur le
chromosome X. Alors chez la femme hétérozygote par exemple, il y a environ 500/o des
cellules qui expriment le récepteur mutant et environ 50% des cellules qui expriment le
récepteur de type sauvage, les deux types de récepteurs ne peuvent pas se retrouver dans la
même cellule due à l’inactivadon d’un des chromosome X. Le fait que les récepteurs mutants
ne dimérisent pas avec les récepteurs GABAbR2 mais peuvent dimériser avec les récepteurs
V2 de type sauvage supporte la spécificité de la dimérisation et exclut l’hypothèse de
l’aggrégation dans le réticulum endoplasmique. Nos résultats appuient aussi l’hypothèse que
la dimérisation se produit très tôt lors de la biosynthèse comme cela frit précédemment
suggéré (Salahpour et al., 2004;Terdflon et al., 2003). Alors, un petit changement dans la
structure tridimensionnelle serait suffisant pour que ces récepteurs soient reconnus par le
contrôle de qualité du réticulum endoplasmique afin d’accélérer leur dégradation par le
protéasome.
Cette dégradation prématurée n’a pas été montrée directement dans cette thèse mais
le taux d’ubiquitination quant à lui a été observé. Puisque le taux d’ubiquidnadon est un
indice de la quantité de récepteurs ciblés pour la dégradation par le protéasome, le fait que
nos récepteurs mutants soient très ubiquitinés nous suggère que ceux-ci seraient dégradés
par le protéasome. De plus, le traitement avec le SR121463 diminue ce niveau basal
d’ubïquitination. Ce résultat suggère que le SR121463 agit au niveau du réticulum
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endoplasmique puisque l’antagoniste affecte un événement dans ce compartiment.
Cependant, deux hypothèses sur le mécanisme du SR121463 peuvent expliquer ce résultat.
Premièrement, la liaison du SR121463 stabilise une conformation intermédiaire qui va laisser
plus de temps au récepteur pour se replier, résultant en une diminution de récepteurs ciblés
pour la dégradation. Ce mécanisme est similaire avec l’effet de la température sur la
maturation des protéines mutantes. Deuxièmement, la liaison du SRI 21463 favorise le
repliement des récepteurs en une conformation native ou quasi-native menant à l’export du
réticulum endoplasmique et la maturation d’une plus grande proportion de récepteurs. Ces
deux hypothèses auraient des effets contraires sur les interactions entre les récepteurs
mutants et les chaperons moléculaires qui interviennent dans le processus de repliement. En
effet, la stabilisation de formes intermédiaires du récepteur devrait augmenter la durée
d’interaction avec les chaperons moléculaires qui assistent le repliment alors que la
stabilisation d’une conformation native ou quasi-native devraient diminuer la durée de ces
interactions.
Afin de distinguer entre les deux hypothèses du mécanisme d’action des chaperons
pharmacologiques, nous avons observé l’effet de l’antagoniste sur un des chaperons
moléculaires, la calnexine, puisque celle-ci intéragit avec le récepteur V2 de la vasopressine
(Morello et al., 2000). Le traitement avec le SR121463 a donc permis de diminuer la quantité
de cainexine co-immunoprécipitée avec les récepteurs mutants. Ce résultat supporte
l’hypothèse que l’antagoniste favorise l’export du rédculum endoplasmique suite à la
stabilisation d’une conformation native ou quasi-native du récepteur puisque celui-ci interagit
moins avec la calnexine. Par ailleurs, les récepteurs V2 mutants interagissent plus longtemps
avec la calnexine que les récepteurs de type sauvage puisque la calnexine va tenter d’assister
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le repliement (Morello et al., 2000). Ce temps d’interaction prolongé entre les récepteurs
mutants et la calnexine a été diminué suite au traitement avec l’antagoniste. Lorsque le
SR121463 stabilise une forme native ou quasi-native du récepteur mutant, celui-ci n’a plus
besoin de l’aide de la cainexine et peut donc s’en dissocier plus rapidement. Il serait aussi
possible d’observer si la conformation du récepteur est vraiment changée suite à la liaison du
chaperon pharmacologique en observant son patron protéolytique. Ces résultats suggèrent
que les chaperons pharmacologiques agissent avant la dissociation de la calnexine du
récepteur.
Les résultats précédents indiquent qu’il est possible de positionner certains
événement de la cascade à partir du repliement initial jusqu’à l’export du réticulum
endoplasmique selon l’effet des chaperons pharmacologiques sur ces événements. Il a été
suggéré que la protéine résidente du réticulum endoplasmique DRiP78 agissent comme
protéine d’export du réticulum endoplasmique pour certains récepteurs couplés aux
protéines G (Bermak et ai, 2001). En effet, DRiP78 lie une séquence hydrophobe spécifique
de l’extrémité C-terminal très conservée chez les récepteurs de cette famille, soit FxxxFxxxF.
Cependant, une autre étude démontre que la région du récepteur impliquée dans la liaison à
DRiP7$ est importante pour le repliement plutôt que l’export (Krause et ai., 2000) posant la
question quant au rôle exact de DRiP78. D’ailleurs, très peu de résultats, soit deux articles,
ont été publiés au sujet de cette nouvelle protéine. De plus, ces deux articles présentent des
résultats en apparence contradictoires. Le premier article discute de l’identification de
DRiP78 comme une nouvelle protéine permettant l’export de récepteurs couplés aux
protéines G (Bermak et al., 2001). Dans cet article, le groupe de Zhou a d’abord démontré
que le motif FxxxfxxxF du récepteur Dl dopaminergique est un motif d’export. Puis, la
surexpfession ou la séquestration de DRiP78, qui lie ce motif, entraîne la rétention des
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récepteurs Dl dopaminergique et M2 muscarinique. Ils ont conclu que DRiP78 est
impliquée dans le transport de ces récepteurs et que le niveau d’expression endogène de
DRiP78 est crucial. Le deuxième article, quant à lui, démontre que la surexpression de
DRiP7$ augmente la maturation des récepteurs de l’angiotensine de type lA (Leclerc et al.,
2002). Ces différences dans le transport des récepteurs ne sont pas dues à des niveaux
d’expression différents de DRiP78. De plus, la spécificité de l’effet a bien été validée puisque
DRiP78 n’a plus aucun effet lorsque le motif FxxxFxxxF de ces récepteurs est muté pour le
motif AxxxAxxxA. Dans le cas des récepteurs V2 de la vasopressine, nous avons montré que
DRiP78 pouvait interagir avec ces récepteurs et même la forme mutante peut interagir avec
DRiP7$. Ce premier résultat a d’abord été étonnant puisque, comme DRiP78 pourrait être
une protéine d’export, il aurait été attendu qu’elie n’intéragisse pas avec les récepteurs
mutants qui ne peuvent être exportés. Cependant, il serait possible que les récepteurs
mutants puissent atteindre le cargo pour l’export mais s’ils sont mal repliés, qu’ils soient
ensuite ciblés pour la dégradation par le clivage d’un mannose. Puis, nous avons regardé
l’effet de la surexpression de DPJP78 sur la maturation des récepteurs V2. Dans le cas des
récepteurs de type sauvages, suite à la surexpression de DRiP78, il y a une augmentation de
la maturation, tandis que dans le cas des récepteurs mutants, il n’y a aucun effet de la
surexpression de DRiP78 sur la maturation. Ces résultats suggèrent que DRiP78 permet
d’augmenter la maturation des récepteurs de type sauvage mais n’est pas suffisant pour
corriger le mauvais repliement des récepteurs mutants. Comme il nous était surprenant que
DRiP78 puisse interagir avec les récepteurs mutants en étant une protéine d’export, nous
avons utilisé les chaperons pharmacologiques afin de tenter de positionner DRiP78 dans le
contrôle de qualité. En effet, si DRiP78 est une protéine d’export, le chaperon
pharmacologique devrait affecter l’interaction de DPJP78 avec le récepteur mutant puisque
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DRiP78 agirait en aval de la cainexine. Cependant, s’il n’y a pas d’effet du chaperon
pharmacologique sur l’interaction de DRiP7S avec les récepteurs mutants, cela pourrait
suggérer que DRiP78 agirait en amont de la cainexine. Nous avons donc observé qu’un
traitement avec le SR121463 n’affecte pas du tout l’interaction des récepteurs de type
sauvage et mutants avec DRiP7$. Ce dernier résultat suggère que DRiP78 agirait en amont
du complexe de la calnexine puisque ce complexe peut être modulé par l’antagoniste. Si
DRiP7$ agissait comme protéine d’export, ce serait assurément en aval de la calnenne. Tous
ces résultats laissent croire que DRiP7$ ne serait peut-être pas une protéine d’export mais
plutôt un chaperon moléculaire. Par exemple, une des hypothèses serait que DRiP78
pourrait agir de concert avec le complexe de BiP puisque celui-ci agit co-tsaductionnellement
avant l’arrivée de la cainexine. De plus, les résultats obtenus dans les deux premiers articles
discutant DRiP78 sont compatibles avec un rôle de chaperon moléculaire de DRiP78. En
effet, les différents effets de la surexpression de DRiP78 sur la maturation des récepteurs
sont maintenant plausibles puisqu’il fut déjà démontré que selon la protéine observée, la
surexpression des chaperons moléculaires peut soit augmenter l’export ou retenir la protéine
dans le réticulum endoplasmique (Butz et al., 2003;Conesa et al., 2002;Jackson et al.,
1994;Okiyoneda et al., 2004;Reddy and Corley, 1998;Siffroi-Fernandez et al., 2002).
Le mécanisme général des antagonistes que nous suggérons est le suivant (Figure
29). Les antagonistes pénètrent la membrane et atteignent le réticulum endoplasmique. À cet
endroit, ils vont lier le récepteur instable en voie de repliement, probablement pendant que le
récepteur lie le complexe de la cainexine, afin de le stabiliser dans une conformation native
ou quasi-native. Alors, le récepteur va pouvoir être reconnu comme bien replié par l’UDP
glucose : glycoprotéine glucosvhransférase afin d’éviter qu’il se réassocie avec la cainexine et
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qu’il soit ciblé pour la dégradation. Finalement, le récepteur va être acheminé à la membrane
et l’antagoniste devra se dissocier du récepteur pour permettre à la vasopressine de se lier et
d’activer le récepteur.
L’utilisation d’antagonistes afin de réchapper la fonction de récepteurs mutants
pourrait paraître aberrante. En effet, le rôle des antagonistes à la base est de bloquer
l’activation du récepteur alors que notre but recherché est d’augmenter l’activité de ces
récepteurs mutants. Afin de palier à ce problème, lors de nos expériences, nous devions laver
intensivement l’antagoniste avant de pouvoir stimuler nos récepteurs avec la vasopressine.
Alors, la dissociation lente de l’antagoniste une fois à la membrane, dû à sa grande affinité
pour le récepteur V2 de la vasopressine (similaire à l’affinité de la vasopressine), pourrait
compromettre son utilisation chez des patients en bloquant de façon chronique le récepteur.
Afin de surmonter ce problème, nous avons posé l’hypothèse que des antagonistes ayant une
plus faible affinité pour les récepteurs V2 de la vasopressine pourraient être de meilleurs
candidats thérapeutiques. Nous avons donc utilisé le SR49059, un antagoniste des récepteurs
Via de la vasopressine, étant 100 fois moins affin pour le récepteur V2 que la vasopressine
(Serradeil-Le Gal et ai., 1993). En observant l’expression à la surface cellulaire et la fonction
de nos récepteurs mutants suite à un traitement avec le SR49059, nous avons pu démontrer
que le SR49059 pouvait lui aussi agir comme chaperon pharmacologique.
Le SR49059 est un composé qui était déjà en études cliniques, ce qui avait d’ailleurs
influencé notre choix pour ce composé. Le SR49059 a été développé dans le but de bloquer
les récepteurs Via chez les patients hypertendus dus à une sécrétion excessive de
vasopressine Thibonnier et al., 1999). Chez des gens normaux, cet antagoniste n’a
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absolument aucun effet ni sur la pression artérielle ni sur les fréquences cardiaques. Afin de
tester le potentiel thérapeutique du SR49059 chez des patients atteints de diabète insipide
néphrogénique, nous avons tiré avantage du fait que certains de ces patients avaient été
diagnostiqués par le Dr Daniel Bichet. De plus, comme le SR49059 avait déjà passé les
études de toxicologie, nous avons eu l’autorisation de le tester chez cinq patients
consentants. Ces patients ont été hospitalisés à l’hôpital du Sacré-Coeur de Montréal pour
trois jours afin de recevoir deux jours de traitement avec le SR49059. Dans les cinq cas, la
fonction rénale a été améliorée, telle qu’indiquée par la diminution du volume urinaire et
l’augmentation de l’osmolalité urinaire au tableau 3, sans changement de la pression artérielle
ni de la fréquence cardiaque. Afin de supporter que les patients n’ont pas volontairement
diminué la quantité d’eau absorbée, aucune élévation du taux plasmatique de sodium n’a été
détectée. Les effets bénéfiques du traitement ont commencé de trois à six heures après
l’administration du SR49059, compatible avec le mécanisme d’action suggéré puisque
l’antagoniste doit d’abord pénétrer la cellule afin de permettre le bon repliement et
l’acheminement à la membrane. Par la suite, deux patients ont été testés pendant 7 jours et
l’effet du SR49059 a été soutenu tout au long de cette période.
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Volume urinaire Osmolalité urinaire
Mutations Jour I Jour 3 Jour 1 Jour 3
del 62-64 14 litres 10 litres 60 mmol/kg 95 mmol/kg
R137H 20 litres 13 litres 90 mmol/kg 260 mmol/kg
R137H 5.4 litres 3 litres 200 mmol/kg 450 mmol/kg
R137H 7 litres 4 litres 150 mmol/kg 450 mmol/kg
W164S 16 litres 13 litres 60 mmol/kg 120 mmol/kg
Tableau 3: Effet de l’administration du SR49059 chez des patients atteints de diabète
insipide néphrogénique
Parmi les patients qui ont répondu positivement au traitement avec le SR49059, trois
patients portaient la mutation R137H. Suite à notre étude, le groupe de Marc Caron à
l’université Duke a démontré que les récepteurs V2 de la vasopressine portant la mutation
R137H sont constitutivement désensibilisés une fois à la membrane cBarak et al., 2001). Ils
ont d’abord démontré une localisation de ces récepteurs dans les vésicules endocytotiques,
compatible avec leur internalisation. Puis, ils ont observé que la -arrestine en présence de
ces récepteurs mutants était localisée à la membrane plasmique alors qu’elle est diffuse dans
le cytosol en présence des récepteurs de type sauvage. Finalement, ils ont montré que les
récepteurs mutants sont constitutivement phosphorylés même en absence d’agoniste. Tous
ces résultats suggèrent que les récepteurs V2 portant la mutation R137H sont
constitutivement phosphorylés et qu’une fois à la membrane, ils recrutent la -arrestine
menant à leur internalisation. Par des expériences de BRET, nous avons confirmé le
recrutement constitutif de la -arrestine aux récepteurs mutants. Cependant, ces récepteurs
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mutants semblent recruter la 3-arrestine avec une plus basse affinité que les récepteurs de
type sauvage suite à une stimulation avec l’agoniste. Ces résultats sont en accord avec des
études précédentes démontrant que lorsque les récepteurs sont en liaison avec l’agonsite et
phosphorylés, ils recrutent la 13-arrestine avec une haute affinité alors que les récepteurs en
liaison avec l’agoniste mais ne pouvant pas être phosphorylés recrutent la -arrestine avec
une basse affinité (Krupnick and Benovic, 1998;Oakley et aI., 2000). Ces études suggèrent
que la liaison de l’agoniste et la phosphoryladon sont nécessaires pour recruter la -arrestine
avec une haute affinité. Il serait donc possible d’imaginer que les récepteurs V2 portant la
mutation R137H qui sont phosphorylés en l’absence de la liaison de l’agoniste pourraient
recruter la -arresdne avec une basse affinité. Ces résultats suggèrent que le récepteur portant
la mutation R137H n’imite pas complètement la forme active du récepteur lié au ligand
puisque celle-ci recruterait la -arrestine avec une haute affinité. Il semble donc que les
points de repère conformaflonnelles en réponse à la liaison du ligand et la phosphorylation
soient reconnus par différents domaines de la -arrestine.
Comme nos patients portant cette mutation répondaient bien au traitement avec le
SR49059, nous voulions savoir qu’elle était le mécanisme d’action des chaperons
pharmacologiques dans ce cas particulier. Nous avons d’abord posé l’hypothèse que
l’antagoniste pouvait inhiber la désensibifisation constitutive en stabilisant les récepteurs
mutants à la membrane. Pour ce faire, nous avons regardé le recrutement de la -arrestine et
l’internalisadon de ces récepteurs mutants suite au traitement avec l’antagoniste. Grâce à des
expériences d’immunoftuorescence et de BRET, nous avons observé que l’antagoniste ne
diminue pas du tout l’internalisadon et le recrutement de la -arrestine au récepteur. En fait,
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le pré-traitement avec l’antagoniste permet même d’augmenter la quantité de récepteurs
pouvant recruter la -arresUne.
Puisque nous avons observé que le SR49059 ne diminuait pas le recrutement de la [3-
arrestine, nous avons posé l’hypothèse que la récupération de fonction chez les patients
pouvait provenir de l’effet de chaperon pharmacologique du SR49059 en permettant à une
plus grande proportion de récepteurs d’atteindre la surface cefflulaire. Nous avions déjà
remarqué que simplement une petite portion des récepteurs mutants pouvaient atteindre la
surface cellulaire et ces récepteurs une fois à la membrane étaient constitutivement
désensibilisés. En accord avec ce dernier résultat, nous avons démontré que l’effet du
SR49059 se produit bel et bien au niveau du réticulum endoplasmique et qu’il permet
d’augmenter la maturation des récepteurs mutants à travers l’appareil de Golgi. Ainsi, le
SR49059 permet à une partie des récepteurs mutants encore dans le réticulum
endoplasmique d’atteindre une conformation native ou quasi-native afin d’accéder la surface
cellulaire et être activés par la vasopressine, expliquant la récupération partielle de la fonction
de concentration de l’urine chez les patients portant la mutation R137H. De plus, il aurait été
logique de penser que ces patients auraient moins bien répondu au traitement avec le
SR49059 puisque plusieurs récepteurs une fois à la membrane sont endocytosés. Pourtant,
les trois patients portant la mutation R137H sont ceux qui répondent le mieux au traitement.
Cela nous démontre bien que plusieurs autres facteurs pourraient jouer un rôle lorsqu’il est
question d’un organisme entier. Cependant, nous ne pouvons pas exclure qu’une autre voie
de signaiisation que celle par l’activation de l’adénvlate cyclase pourrait être activée et
contribuer à l’effet observé chez les patients. Par exemple, la voie des MAPK pourrait
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contribuer puisque le SR121463 permet une petite activation des MAPK en liant le récepteur
V2 et les aquapodne-2 présente un site de phosphoryladon par les MAPI<Z
Toutefois, les études cliniques avec le SR49059 ont dû être interompu pour des
raisons indépendantes de notre étude. En fait, le SR49059 pourrait interagir avec la voie
métabolique CYP3A4. Pour cette raison, nous devions trouver un nouvel antagoniste afin de
poursuivre nos études. Le nouvel antagoniste que nous avons testé est le YM087
(conivaptan), un antagoniste des récepteurs Vla/V2 de la vasopressine (Tahara et al., 1997),
développé aussi pour l’hypertension en réponse à une grande sécrétion de la vasopressine
(Decaux, 2001;Martinez-Castelao, 2002;Udelson et ai, 2001). Comme les autres antagonistes
testés, le YMO$7 permet l’expression à la surface cellulaire et la récupération fonctionnelle de
plusieurs récepteurs V2 mutants retenus dans le réticulum endoplasmique, ce qui nous offre
un nouveau médicament à tester chez des patients atteints de diabète insipide
néphrogénique.
Il est certain que l’effet observé chez les patients avec le SR49059 n’est que partiel
puisque les patients ne retrouvent pas une osmolarité urinaire ni un volume d’urine observés
chez les gens normaux. Nous croyons que cela peut être dû à une multitude de facteurs. Par
exemple, les antagonistes ne permettent pas une récupération complète des récepteurs à la
membrane et la mauvaise dissociation de l’antagoniste du récepteur une fois à la membrane
bloque l’accès de la vasopressine. En effet, nous croyons que l’effet de l’antagoniste dans
l’acheminement des récepteurs à la surface cellulaire est supérieur à l’effet observé dans la
fonction mais que la présence prolongée de l’antagoniste au récepteur empêche en partie son
activation. Pour cette raion, il serait intéressant de trouver un antagoniste ayant une affinité
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pour les récepteurs V2 de la vasopressine encore plus faible, quoiqu’elle doit tout de même
être assez élevé pour lier le récepteur. Avec un tel composé, il est possible que la dissociation
de l’antagoniste une fois à la membrane soit plus facile. Une autre façon de contrer ce
problème serait d’utiliser un agoniste partiel, comme cela fut démontré pour les récepteurs &
opioïde (Petaja-Repo et al., 2002). En effet, il a été démontré qu’autant les agonistes que les
antagonistes peuvent agir comme chaperons pharmacologiques. Dans ce cas, aucune
dissociation du ligand une fois à la membrane est nécessaire. Cependant, l’agoniste doit être
partiel afin d’éviter une trop grande activation menant à une régulation négative des
récepteurs à la membrane (Petaja-Repo et al., 2002). Dans cette étude, la récupération
fonctionnelle fut démontré aussi pour des récepteurs de type sauvage, puisque l’efficacité de
la maturation du récepteur -opioïde est moins de 50%. Le fait que les chaperons
pharmacologiques peuvent augmenter la maturation des récepteurs de type sauvage est très
intéressant et accroit les possibilités d’utilisation des chaperons pharmacologiques.
Cependant, cela doit être pris en considération lors de l’utilisation d’antagonistes non
peptidiques dans le blocage de récepteurs car les chaperons pharmacologiques peuvent aussi
augmenter leur expression à la surface, par exemple, l’utilisation de 3-bloqueurs dans le
traitement de la défaiilance cardiaque.
En résumé, jusqu’à présent, 4 antagonistes différents ont été testés et pour ces 4
antagonistes, la même série de récepteurs mutants ont vu leur expression à la surface
cellulaire et leur fonction récupérées (Tableau 4). De plus, la fonction des récepteurs a été
réchappée pour 11 sur 17 mutations entraînant une rétention intracellulaire des récepteurs. Il
y a seulement quelques différences dans l’efficacité de l’antagoniste à réchapper les
différentes mutations. Tous ces résultats démontrent une certaine généralité du concept de
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chaperon pharmacologique et que c’est la sévérité du phénotype de la mutation qui
détermine si le sauvetage est possible et non l’antagoniste utilisé. De plus, ces résultats sont
très prometteurs puisqu’un seul composé peut réchapper plusieurs mutations différentes
d’une même protéine, ce qui est essentiel dans le cas d’une maladie comme le diabète
insipide néphrogénique où presque chaque famille présente une mutation différente.
Finalement, tous les récepteurs dont l’expression à la surface cellulaire a été sauvée sont
fonctionnels, suggérant que soit les récepteurs mutants doivent adopter une conformation
native afin d’échapper le réticulum endoplasmique ou soit les récepteurs sont fonctionnels
dans le réticulum endoplasmique mais leur export est compromis dû à une conformation pas
tout à fait native.
En conclusion, nous avons démontré que des traitements avec des antagonistes non
peptidiques des récepteurs de la vasopressine permettent d’augmenter l’expression à la
surface cellulaire et la fonction de récepteurs V2 mutants retenus dans le réticulum
endoplasmique et responsables du diabète insipide néphrogénique. Ces chaperons
pharmacologiques agissent spécifiquement en stabilisant les récepteurs mutants dans une
conformation native ou quasi-native leur permettant d’échapper aux contrûles de qualité du
réticulum endoplasmique. De plus, ces chaperons pharmacologiques permettent la
récupération partielle de la fonction rénale chez des patients atteints du diabète insipide
néphrogénique. Finalement, nous avons démontré une certaine généralité de ce concept de
chaperons pharmacologiques puisque plusieurs antagonistes différents permettent la
récupération fonctionnelle de la même série de récepteurs mutants, représentant plus de 50%
des mutations testées.
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